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BMP-7   Bone Morphogenic Protein-7 
c-Abl    c-Abelson tyrosine kinase 
CAEC    Coronary Aortic Endothelial Cell 
CAF   Carninoma-Associated Fibroblast 
CAM    Cell Adhesion Molecule 
CBC   Crypt Base Columnar cell 
CE    Cellule Endothéliale 
CML   Cellule Musculaire Lisse 
CPAg   Cellule Présentatrice de l’Antigène 
CRP    Ceramide Rich Plateform 
CS    Ceramide Synthase  
CSI    Cellule Souche Intestinale 
Liste des abréviations 
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 CSM    Cellule Souche Mésenchymateuse   
CTGF   Connective Tissue Growth Factor    
CTMC   Connective Tissue Mast Cell  
CTV   Clinical Target Volume 
CXCL8   CXC-Chemokine Ligand 8 
DAMP    Damage-Associated Molecular Pattern  
EMT    Epithelial to Mesenchymal Transition 
EndoMT   Endothelial to mesenchymal transition 
eNOS    endothelial Nitric-Oxyde Synthase 
ERK1/2  Extracellular signal-Regulated Kinase 1/2 
ET-1    Endothéline-1 
FAK   Focal Adhesion Kinase 
FGF2   Fibroblast Growth Factor 2 
FN-1   FibroNectine-1  
FOP    Fibrodysplasie Ossifiante Progressive  
FSP-1   Fibroblast Specific Protein-1 
γ-H2AX  Histone H2A de la famille X  
G-CSF   Granulocyte Côlony-Stimulating Factor  
GLP-2   Glucagon-Like Peptide-2 
GM-CSF  Granulocyte-Monocyte Côlony-Stimulating Factor 
GN   Granulocyte Neutrophile 
GSK-3β  Glycogen Synthase Kinase-3β 
GTV   Gross Target Volume 
Gy   Gray 
HAP   Hypertension Artérielle Pulmonaire  
HCMEC  Human Cutaneous Microvascular Endothelial Cell 
HDMEC  Human Dermal Microvascular Endothelial Cell 
Liste des abréviations 
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HES    Hairy and Enhancer of Split-related 
Hey   Hairy and Enhancer of Split-related with YRPW motif  
HGF   Hepatocyte Growth Factor 
HIF-1α   Hypoxia Inducible Factor-1α 
HIMEC   Human Intestinal Microvascular Endothelial Cell 
HMVEC-L   Human Microvascular Endothelial Cell-Lung 
ICAM-1   InterCellular Adhesion Molecule-1 
IGF-1   Insulin Growth Factor-1 
IL6   Interleukine 6 
IMRT   Intensity-Modulated Radiation Therapy 
LAP   Lantency-Assiociated Peptide 
LDL   Low Density Lipoprotein 
LET   Linear Energy Transfert 
Lgr5    Leucin-rich repeat-containing G-protein coupled Receptor 5 
LLC   Large Latent Complex 
LOX   Lysyl OXydase 
LTBP-1   Latent TGF-β1-Binding Protein-1 
MAML   MAsterMind-Like protein 
MAPK    Mitogen-Activated Protein Kinase 
MC    Maladie de Crohn 
MCP-1   Monocyte Chimio Attractant Protein-1 
MEC    Matrice ExtraCellulaire 
MIP-2    Macrophage Inflammatory Protein-2  
MMP   MatrixMetalloProteinase 
MnSOD   Manganese-dependant SuperOxide Dismutase 
MPO   MyéloPerOxidase 
MRTF   Myocardin-Related Transcription Factor  
Liste des abréviations 
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NF-κB   Nuclear Factor-κB 
NO   Nitric Oxyde   
OP-1   Osteogenic Protein-1 
OAR   Organes À Risque 
PAEC    Pulmonary Aortic Endothelial Cell 
PAF   Platelet-Activating Factor 
PAI-1   Plasminogen Activator Inhibitor type-I 
PBMC   Peripheral Blood Mononuclear Cells 
PBRT    Proton Beam Radiation Therapy 
PDGF   Platelet-Derived Growth Factor 
PECAM-1  Platelet/Endodhelial Cell-Adhesion Molecule-1  
PGI2    Prostaglandine I2 
PI3K   PhosphoInositide 3-Kinase 
PKB    Protein Kinase B 
PKC   Protein Kinase C 
PTV   Planning Target Volume 
PTX   Pentoxifylline 
PUMA   Protein p53 Upregulated Modulator of Apoptosis 
RBP-Jκ   Recombining Binding Protein suppressor-Jκ 
RCH    Rectocolite Hémorragique 
RNS   Reactive Nitrogen Species 
ROCK    Rho-associated Coiled-coil-containing protein Kinase 
ROS    Reactive Oxygen Species 
SAPK-JNK   Stress-Activated Protein Kinase/cJun N-terminal Kinase 
SASP    Senescence-Associated Secretory Phenotype 
SGI   Syndrome Gastro-Intestinal 
SIP1   Smad Interacting Protein 1 
Liste des abréviations 
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SM22α  Smooth Muscle 22α  
SMAD   Small Mother Against Decapentaplegic 
SNC    Système Nerveux Central 
SOD    SuperOxide Dismutase 
TAM    Tumour-Associated Macrophages 
TβR   TGF-β Receptor 
TEM    Microscopie Electronique en Transmission  
TFPI   Tissue Factor Pathway Inhibitors 
TGF-β   Tissue Growth Factor-β 
TGIF1   TG-Interacting Factor 1 
Tie   Tyrosine kinase with Immunoglobulin and EGF homology domains  
TIMP   Tissue Inhibitor MetalloProteinase 
TLR   Toll-Like Receptor 
TM   ThromboModuline 
TNBS   2, 4, 6-Tri-NitroBenzene Sulfonic acid 
TNFα   Tumor Necrosis Factor α 
t-PA   tissue-Plasminogen Activator  
TSP-1   ThromboSPondin-1 
TUNEL Terminal deaoxynucleotidyl transferase-mediated deaoxyUridine 
triphosphate Nick End Labeling 
u-PA    urokinase-Plasminogen Activator  
VCAM-1   Vascular Cell-Adhesion Molecule-1  
VE-cadhérine   Vascular Endothelial Cadhérine 
VEGF   Vascular Endothelial Growth Factor 
vWF   von Willebrand Factor 
WPB    Weibel-Palade Body 
XIAP   X-linked Inhibitor of Apoptosis 
YFP   Yellow Fluorescent Protein 
Liste des abréviations 
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ZEB1   Zinc finger E-box-Binding homeobox 1 
α-SMA   α-Smooth Muscle Actin 
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Avant-Propos 
 
La radiothérapie est considérée comme un outil indispensable dans l’arsenal 
thérapeutique déployé pour traiter les cancers. Cette thérapie peut être utilisée seule ou en 
association avec une chimiothérapie, une hormonothérapie ou encore une chirurgie. Comme 
pour tout traitement, il existe une balance entre les bénéfices thérapeutiques et les risques liés 
à son utilisation principalement dus à la non spécificité de ce traitement vis-à-vis des cellules 
tumorales. Le but de la radiothérapie consiste à délivrer une quantité maximale de 
rayonnements ionisants à la tumeur tout en préservant au maximum les tissus sains 
environnants. Ainsi, les dommages radio-induits aux tissus sains constituent la principale 
limite dans l’escalade de dose pouvant être délivrée à la tumeur, et de façon générale 
impactent l’efficacité du traitement. En 2014, près de 355 000 nouveaux cas de cancers ont 
été diagnostiqués en France, dont la moitié d’entre eux concerne des tumeurs de la sphère 
abdomino-pelvienne parmi lesquelles le cancer de la prostate, du col de l’utérus ou de la 
vessie par exemple. Dans ce contexte, des portions du tube digestif peuvent se retrouver dans 
le champ d’irradiation et recevoir une quantité de dose non négligeable associée avec le 
développement d’effets secondaires invalidants. Il est admis qu’environ 80% des patients 
développent des effets secondaires aigus de type entérite radique, pouvant évoluer vers des 
effets chroniques de type fibrose chez 5 à 10 % d’entre eux. Ces séquelles chroniques sont par 
ailleurs associées avec une importante détérioration de la qualité de vie des patients au long 
terme et peuvent être létales dans les cas les plus graves. De plus, les stratégies thérapeutiques 
actuelles pour traiter ces patients restent à ce jour limitées et ont une visée essentiellement 
symptomatique.  
De par l’augmentation du nombre de patients concernés chaque année par ces effets 
secondaires digestifs radio-induits, et vu le manque de moyens thérapeutiques disponibles, la 
mission du Laboratoire de Recherche en Radiobiologie et Radiopathologie consiste à 
améliorer les connaissances sur la réponse des tissus sains aux rayonnements ionisants et plus 
précisément, d’identifier les mécanismes cellulaires et moléculaires physiologiques et 
physiopathologiques impliqués dans l’évolution de ces dommages au niveau digestif. En ce 
sens, le laboratoire se concentre plus particulièrement sur un compartiment cellulaire donné, à 
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savoir le compartiment endothélial, et le rôle de ce dernier dans l’initiation et le 
développement des dommages radio-induits au niveau du tube digestif.  
Ainsi, la stratégie de recherche du laboratoire repose sur l’étude des évènements 
vasculaires précoces dont la modulation pourrait réduire la sévérité de l’atteinte tardive. C’est 
dans ce contexte que s’est inscrit ce travail de thèse qui a consisté à étudier un mécanisme 
cellulaire particulier propre aux cellules endothéliales, la transition endothélium-mésenchyme 
ou EndoMT, et le rôle de ce phénomène dans l’initiation et le développement de la fibrose 
radio-induite au niveau colorectal. L’objectif premier de ce projet de thèse a été de mettre en 
évidence l’EndoMT dans le contexte de l’irradiation, puis de caractériser ce phénomène et 
d’améliorer les connaissances concernant les mécanismes moléculaires assurant sa régulation 
qui pourraient être envisagés comme cibles thérapeutiques. 
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Introduction 
 
 
Chapitre 1. Radiothérapie : généralités et principes 
 
La radiothérapie est aujourd’hui un outil indispensable dans la stratégie thérapeutique 
mise en œuvre pour traiter de nombreux cancers. Il s’agit d’un traitement non-invasif basé sur 
l’utilisation locorégionale de rayonnements ionisants permettant la destruction ciblée mais 
non spécifique des cellules tumorales. Le but de cette thérapie est de favoriser le contrôle 
tumoral avec possibilité de stérilisation totale de la tumeur tout en essayant de préserver au 
maximum les tissus sains environnants. Ce traitement est couramment prescrit de nos jours 
mais dans certains cas son utilisation est associée avec le développement de lésions 
secondaires graves, difficiles à appréhender et à maîtriser dans le temps. 
 
1. Rayonnements ionisants  
 
a. Les différents types de rayonnements 
Un rayonnement est défini comme une émission d’énergie et/ou d’un faisceau de 
particules dans un espace. Certains rayonnements sont dits « ionisants », c'est-à-dire qu’ils 
possèdent une énergie suffisante pour « arracher » des électrons aux atomes constituant la 
matière qu’ils traversent. Les atomes ayant ainsi perdu ou reçu un/des électron(s) deviennent 
instables et vont émettre différents types de particules afin de retourner vers une conformation 
plus stable. On distingue ainsi deux types de rayonnements ionisants: les rayonnements 
primaires (électriquement chargés) directement ionisants tels que les rayonnements α et β et 
les rayonnements non chargés ou indirectement ionisants, tels que les photons (rayons X et 
γ) ou encore les neutrons. Chacun d’eux possède des niveaux d’énergie et de pénétration de la 
matière différents. Les rayonnements α et β (type noyau d’Hélium ou électrons) ont un faible 
pouvoir de pénétration alors que les rayonnements X et γ sont dits pénétrants. L’effet d’un 
rayonnement va également dépendre du niveau d’énergie des particules émises, on parle aussi 
de transfert d’énergie linéique (Linear Energy Transfert, LET). De cette façon, les 
rayonnements sont classés en fonction de la quantité d’énergie déposée dans la matière. On 
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distingue les low-LET comprenant les rayons X, γ et les particules β entrainant un faible 
dépôt d’énergie dans la matière, et les high-LET (neutrons et particules α) qui sont associés 
avec une plus grande quantité d’énergie déposée dans la zone cible. D’un point de vue 
biologique, les high-LET engendrent des dommages plus importants que les low-LET. Ainsi, 
les effets provoqués dans la matière et les moyens de protection seront donc fonction du type 
de particules émises (Figure 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 : Représentation schématique des différents niveaux de pénétration des rayonnements ionisants 
(http://www.irsn.fr) 
 
La découverte des rayons X et de la radiographie par Wilhelm Röntgen en 1895 a 
conduit à d’importantes avancées scientifiques sur lesquelles sont basées de nombreuses 
techniques médicales actuelles. Aujourd’hui, les rayonnements ionisants sont utilisés dans 
divers domaines d’activité tels que le secteur industriel (processus de stérilisation, 
gammagraphie), le secteur énergétique (centrale nucléaire) ou couramment dans le secteur 
médical (imagerie, radiologie interventionnelle, radiothérapie). 
 
b. Effets biologiques des rayonnements ionisants 
La notion de dose est utilisée pour mieux comprendre l’impact des rayonnements 
ionisants sur la matière vivante. Tout d’abord, on définit la dose absorbée par la quantité 
d’énergie absorbée par la matière vivante, celle-ci étant mesurée en Gray (Gy). Ainsi, 1 Gy 
correspond à un transfert d’énergie de 1 joule à 1 kilogramme de matière. Deux autres doses 
sont ensuite calculées à partir de la dose absorbée : la première est la dose équivalente qui 
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permet de prendre en compte le type de rayonnement utilisé, la seconde correspond à la dose 
efficace qui prend en compte la nature du tissu biologique. Ces deux doses sont exprimées en 
Sievert (Sv).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     
Les effets biologiques des rayonnements ionisants sont la conséquence directe des 
effets physico-chimiques dans le tissu irradié, et peuvent conduire à la perte de l’intégrité du 
génome. La formation et l’accumulation de molécules ionisées instables dans la matière 
vivante favorisent la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) via la décomposition 
de molécules d’eau au cours d’un processus appelé la radiolyse de l’eau. L’augmentation 
considérable de ces radicaux libres instables de type O2
˙ˉ, H˙, HO˙ au sein du tissu irradié 
induit d’importants dommages moléculaires et cellulaires. Au niveau membranaire les ROS 
vont engendrer des changements structurels et conformationnels des composants cellulaires 
majeurs dont les protéines et les lipides (peroxydation lipidique) (Poli et al. 1997). Ces 
modifications peuvent ainsi conduire à leur inactivation (perte de la fonction biologique) ou 
au contraire, peuvent dans certains cas activer des récepteurs membranaires comme le 
récepteur au TGF-β (Transforming Growth Factor-β) ou des voies de signalisation via 
l’activation des radeaux lipidiques riches en céramides par exemple (Gulbins et al. 2003).  
D’un point de vue moléculaire, les rayonnements ionisants sont capables d’induire 
directement ou indirectement des dommages à l’ADN (Figure 2A). Ces lésions sont les plus 
graves en termes de conséquences directes sur la fonction cellulaire. Les cellules mammifères 
sont capables d’enclencher trois mécanismes immédiats en réponse aux rayonnements : un 
arrêt de la progression du cycle cellulaire, la mise en place des mécanismes de réparation de 
l’ADN et la mort programmée (Turesson et al. 2003). Il est établi depuis longtemps que les 
dommages induits par les rayonnements ionisants dépendent de la phase du cycle cellulaire 
dans laquelle se trouve la cellule au moment de l’irradiation. Chez les mammifères, le cycle 
cellulaire est divisé en quatre phases : la phase G1, la phase S, la phase G2 (interphase), la 
phase M (division cellulaire), la phase G0 étant un état de quiescence (Figure 2B). L’apparition 
de cassures à l’ADN induit un arrêt temporaire du cycle en phase G1, S ou G2 au niveau de 
points de contrôle aussi appelés checkpoints. Il a de plus été montré que des cellules irradiées 
pendant les phases G2 et M sont plus radiosensibles que des cellules irradiées pendant la 
phase G1 et la phase S tardive (Bismar et al. 2002). En d’autres termes, les cellules ayant une 
importante activité mitotique sont plus radiosensibles que les cellules quiescentes. 
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
Figure 2 : Conséquences cellulaires des rayonnements ionisants : (A) Effets directs et indirects des 
rayonnements ionisants sur l’ADN ; (B) Etapes du cycle cellulaire impactées après irradiation. 

(Q WHUPH G¶DWWHLQWHVPROpFXODLUHV OHV 5, JpQqUHQW SOXV GH YLQJW W\SHV GLIIpUHQWV GH
GRPPDJHV j O¶$'1 3DUPL OHV SOXV IUpTXHQWV RQ GLVWLQJXH OHV DOWpUDWLRQV GH EDVHV
QXFOpRWLGLTXHV R[\GDWLRQ RX SHUWH GH EDVH UpSDUpHV SDU H[FLVLRQUHV\QWKqVH OHV FDVVXUHV
VLPSOHEULQUpSDUpHVUDSLGHPHQWSDUFRPSOpPHQWDULWpGHEDVHVOHVFDVVXUHVGRXEOHEULQVRQW
UpSDUpHV SDU UHFRPELQDLVRQ KRPRORJXH PDLV SHXYHQW rWUH j O¶RULJLQH G¶XQH SHUWH GH
O¶LQIRUPDWLRQ JpQpWLTXH OHV SRQWDJHV LQWHU RX LQWUDEULQ G¶$'1 RX $'1SURWpLQH TXL
HPSrFKHQW OD UpSOLFDWLRQ GH O¶$'1 7RXWHIRLV OHV FDVVXUHV GRXEOH EULQ VRQW LGHQWLILpHV
FRPPHOHVGRPPDJHVjO¶$'1OHVSOXVLPSRUWDQWVHQWHUPHG¶LPSDFWVXUODVXUYLHFHOOXODLUH
DYHFHQYLURQjFDVVXUHVGRXEOHEULQJpQpUpHVSRXUXQHGRVHGH*\ORZ/(7GRQW
jQHVRQWSDVUpSDUpHVHWVRQWGRQFOpWDOHV7XUHVVRQHWDO&HW\SHGHGRPPDJHHVW
JpQpUDOHPHQWFRUUpOpDYHFODSUpVHQFHGHIRFLȖ+$;+LVWRQH+$GHODIDPLOOH;GDQVOH
QR\DX/RUVTXHOHVPpFDQLVPHVGHUpSDUDWLRQQHSDUYLHQQHQWSDVjUpVRUEHUFHVDOWpUDWLRQVOD
FHOOXOHUHQWUHGDQVXQSURFHVVXVGHPRUWSURJUDPPpHRXDSRSWRVH
(QILQGDQVFHUWDLQVFDVODSUpVHQFHG¶DEHUUDWLRQVFKURPRVRPLTXHVHVWjO¶RULJLQHGHOD
IRUPDWLRQGHFKURPRVRPHVDFHQWULTXHVGLFHQWULTXHVRXHQFRUHGHPLFURQR\DX[TXLIDYRULVHQW
ODPRUWFORQRJpQLTXHGHVFHOOXOHV DSUqVjF\FOHV7XUHVVRQHWDO/HVUD\RQQHPHQWV
LRQLVDQWV HQJHQGUHQW pJDOHPHQW GH QRPEUHXVHV OpVLRQV j O¶$'1 LQGLYLGXHOOHV FDVVXUHV
VLPSOH EULQ TXL ORUVTX¶HOOHV VRQW SURFKHV GDQV O¶HVSDFH SHXYHQW JpQpUHU GHV GRPPDJHV
FRPSOH[HV UHJURXSpV VRXV OH WHUPH GH FOXVWHUV 3ULVH HW DO  /D UHFRQQDLVVDQFH HW OD
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résorption de ce type de dommage par les mécanismes de réparation restent complexes. De 
façon générale, ces modifications chromosomiques engendrent une perte massive de 
l’information génétique au moment de la division cellulaire et sont étroitement liées au 
processus de mort mitotique (Prise et al. 2005). De plus, on sait aujourd’hui que la 
complexité des dommages engendrés après irradiation dépend également du type de particules 
utilisées. Par exemple, les particules α génèrent plus de lésions complexes de type clusters que 
les rayons de type X ou γ. 
L’ensemble de ces paramètres sont à prendre en compte dans l’efficacité de la 
radiothérapie qui vise en premier lieu la destruction des cellules tumorales qui possèdent une 
activité mitotique plus élevée que les cellules saines. Dans les années 1980 un algorithme 
mathématique appelé le modèle linéaire-quadratique (LQ), a été développé afin de prédire 
la radiosensibilité tissulaire aux rayonnements. Ce modèle de référence permet de définir un 
rapport α/β, où α et β sont deux constantes spécifiques à un type cellulaire donné, pouvant 
varier en fonction du type d’irradiation et de la dose (Turesson et al. 2003). Ce rapport 
détermine l’effet biologique de l’irradiation sur le tissu et identifie la dose nécessaire pour 
optimiser l’action délétère des RI sur la tumeur, tout en préservant au maximum les tissus 
sains (notion de balance bénéfice/risque). Il peut être modélisé à partir de courbes de survie de 
différents types cellulaires qui seraient le reflet de la réponse tissulaire aux rayonnements 
(Hill et al. 2001). Dans le cas des protocoles fractionnés, cette équation doit être modifiée et la 
valeur du rapport α/β devient inversement proportionnelle à la radiosensibilité du tissu. Ainsi, 
il apparaît que les tissus à réponse rapide (épithéliums) sont peu sensibles au fractionnement 
(valeur du rapport α/β élevée, > à 10 Gy), contrairement aux tissus à réponse tardive 
(mésenchyme) qui possèdent un rapport α/β compris entre 1 et 3 Gy. Un exemple particulier 
concerne le carcinome de la prostate qui présente un faible rapport α/β (1,5 Gy). Dans ce cas, 
une dose plus élevée par fraction comprise entre 4 et 5 Gy s’avère plus efficace en terme de 
gain thérapeutique qu’une fraction classique de 2 Gy (valeur proche du rapport). De manière 
générale, le modèle LQ permet de fournir une description globale des effets du 
fractionnement sur un tissu donné, valable pour des doses par fraction allant jusqu’à 6 Gy 
(Tucker et al. 2010). Il devient toutefois nécessaire d’augmenter la dose lorsque la valeur du 
rapport α/β est proche de la valeur de la dose délivrée par fraction (Shorr et al. 2010). Bien 
que le modèle LQ ait permis des avancées majeures dans la mise en place des protocoles de 
radiothérapie, de nouvelles études sur sa fiabilité sont actuellement en cours d’essais cliniques 
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concernant l’utilisation de nouvelles techniques faisant intervenir des doses plus élevées par 
fraction (8 à 20 Gy) dans le cas des radiothérapies hypofractionnées et stéréotaxiques, ou au 
contraire concernant les faibles doses. 
 
2. La radiothérapie : un outil clef dans le traitement des cancers 
 
D’après les chiffres de l’Institut National du Cancer, environ 355 000 nouveaux cas de 
cancers ont été diagnostiqués en France pour l’année 2014. Ce chiffre est en constante 
progression et s’explique par une meilleure sensibilisation de la population aux campagnes de 
dépistage des cancers, soutenues par le Plan Cancer 2014-2019. La moitié de ces nouveaux 
cas diagnostiqués concerne des tumeurs de la sphère abdomino-pelvienne telles que le cancer 
de la prostate, le cancer de la vessie, le cancer du col de l’utérus ou encore le cancer 
colorectal. Pour la moitié de ces patients, le traitement fait appel à l’utilisation de la 
radiothérapie seule ou en association avec une chimiothérapie ou une chirurgie. 
 
a. Applications en radiothérapie : de l’Histoire à aujourd’hui 
L’utilisation de la radiothérapie a fait suite aux travaux novateurs de Pierre et Marie 
Curie au cours des années 1867-1934 avec la découverte du radium et du polonium. Par la 
suite, l’utilisation du césium (césium 137, 137Cs, rayonnement β) et du cobalt (cobalt 60, 60Co, 
rayonnement γ) a prédominé avant d’avoir été détrônée dans les années 1940 par l’arrivée des 
accélérateurs de particules (rayons X), utilisés jusqu’à aujourd’hui en médecine. Il existe 
plusieurs techniques de radiothérapie qui tiennent compte des paramètres suivants : le type de 
tumeur à traiter, sa localisation (accessibilité), sa taille (extension tumorale) et aussi de l’état 
général du patient au moment du traitement et des symptômes associés. 
La radiothérapie peut être utilisée dans trois objectifs distincts (i) tout d’abord à des 
fins curatives, le but dans ce cas précis étant le contrôle voire la stérilisation tumorale ; (ii) en 
soins palliatifs lorsque la pathologie est trop avancée ou métastatique ; (iii) et enfin à des fins 
symptômatiques pour soulager un symptôme majeur délétère pour le patient. On distingue 
aujourd’hui deux principales formes de radiothérapie, la radiothérapie externe où la source est 
placée à l’extérieur du corps du patient, et la radiothérapie interne où la source est placée 
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pendant une durée limitée dans le corps du patient au plus proche de la tumeur. Les 
différentes techniques de radiothérapie sont présentées en Annexe 1.  
La radiothérapie externe est la plus utilisée en routine. Le protocole classiquement 
appliqué consiste à délivrer une dose de 10 Gy par semaine à raison de cinq séances de 2 Gy 
par jour (Hennequin et al. 2006). La dose totale varie entre 30 à plus de 70 Gy selon les types 
de cancers. L’amélioration des outils informatiques et d’imagerie permettent d’intégrer la 
notion de 3 dimensions et assurent un meilleur détourage de la zone à traiter (Tableau 1). De 
fait, la radiothérapie conformationnelle-3D (3D-CRT) s’est imposée en routine et permet la 
visualisation de la tumeur par imagerie scanner et l’adaptation au volume à traiter. D’autres 
techniques font intervenir une variation de l’intensité des faisceaux dans un même champ 
(irradiation conformationnelle avec modulation d’intensité, IMRT). Ceci permet notamment 
de faire varier la répartition de la dose et augmente la précision balistique. L’introduction dans 
la pratique clinique de systèmes d’imagerie embarquée (radiothérapie guidée par l’image, 
IGRT) permet de vérifier la position exacte du volume tumoral et des organes à risque avant 
et pendant l’irradiation (Tableau 1). 
 
 
Radiothérapie 
conformationnelle 
tridimensionnelle (3D-CRT) 
La plus communément utilisée. Augmentation de la précision d’irradiation via 
la reconstitution du volume tumoral et une meilleure délimitation des tissus 
sains grâce à l’imagerie scanner 3D 
Radiothérapie par 
modulation d’intensité 
(IMRT) 
Modulation de l’intensité des faisceaux au cours du traitement en fonction de 
la forme et du volume tumoral 
Radiothérapie 
stéréotaxique/radiochirurgie 
Permet l’irradiation d’un volume de petite taille avec une précision 
millimétrique. Le traitement peut être délivré en une fois (radiochirurgie) ou 
en quelques fractions (irradiation stéréotaxique). Système robotisé 
CyberKnife®) 
Radiothérapie guidée par 
l’image (IGRT) 
Permet grâce à l’imagerie de prendre en compte les déformations du volume 
cible entre les fractions et pendant l’irradiation. Comprend la tomographie à 
géométrie conique (CBCT) ; CyberKnife® ; la tomographie hélicoïdale  
 
Tableau 1 : Les principales techniques de radiothérapie externe. 
 
Quelle que soit la technique de radiothérapie appliquée, l’objectif consiste à délivrer 
une quantité de dose maximale sur une zone tumorale définie. Cette zone comprend la tumeur 
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solide (GTV, Gross Tumor Volume), et englobe également une marge de tissu sain non 
tumoral dite « marge de  sécurité » qui pourrait contenir des extensions tumorales non visibles 
à l’imagerie (CTV, Clinical Target Volume). Enfin, le plan de traitement prend également en 
compte les incertitudes liées à la méthode de radiothérapie et les mouvements du patient 
(respiration par exemple), on parle de PTV (Planning Target Volume). L’évolution majeure 
des outils informatiques et des systèmes d’imagerie ces dernières années a permis une 
amélioration considérable de la balistique et la réduction de la toxicité radio-induite. Des 
études par méta-analyse permettent de relier la toxicité radio-induite observée chez les 
patients en fonction du type de radiothérapie utilisée. Par exemple, pour trente-cinq patients 
atteints d’un cancer de la prostate traités par radiothérapie 3D-CRT, IMRT et par proton 
thérapie (Proton Beam RadioTherapy, PBRT), pour une dose totale d’au moins 74 Gy, les 
résultats obtenus ont confirmé que (i) le taux de toxicité est proportionnel à la dose totale 
reçue ; (ii) l’utilisation de l’IMRT et de la PBRT est associée à une plus faible toxicité gastro-
intestinale en comparaison avec la 3D-CRT (Ohri et al. 2012). 
 
b. Pathologies secondaires associées à la radiothérapie 
Les effets secondaires aigus et tardifs associés à la radiothérapie sont aujourd’hui 
mieux identifiés en fonction du type de tissu et varient en fonction des patients pour un même 
traitement. Il est notamment établi que l’exposition de certains tissus sains aux rayonnements 
est associée à l’apparition de pathologies secondaires pouvant apparaître des mois ou des 
années après la radiothérapie. Par exemple, l’irradiation thoracique prescrite dans les cas des 
cancers du poumon, du sein, de cancer de la tête et du cou ou des lymphomes de Hodgkin 
peut favoriser certaines pathologies cardio-vasculaires secondaires pouvant entrainer des 
insuffisances cardiaques telles que l’athérosclérose, les coronaropathies, les péricardites et 
valvulopathies ou encore le développement de fibrose cardiaque (Milliat et al. 2008a; 
Weintraub et al. 2010; Kim et al. 2013). De même, une exposition pulmonaire aux 
rayonnements ionisants lors du traitement des cancers du poumon peut favoriser le 
développement de fibrose pulmonaire radio-induite tardive (6 à 12 mois) (Ding et al. 2013). 
Au niveau abdominal, la présence du tube digestif dans le champ d’irradiation peut aussi 
induire des pathologies secondaires comme la rectite radique (Hennequin et al. 2006). Enfin, 
des cancers radio-induits consécutifs à une irradiation thérapeutique ont également été 
observés chez certains patients. C’est par exemple le cas pour les cancers de la tête et du cou 
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où les survivants présentent un risque plus élevé de 0,3% de développer à long terme des 
sarcomes radio-induits. La dose totale et le volume irradié seraient des facteurs prépondérants 
dans l’apparition de ces cancers secondaires (Thiagarajan et al. 2014). En 2012, la parution 
d’un décret a permis la classification de vingt et un types de cancers radio-induits parmi 
lesquels ont été identifiés la leucémie myéloïde aiguë, les ostéosarcomes, le rétinoblastome ou 
encore le cancer de la thyroïde.  
 
3. La toxicité radio-induite aux tissus sains 
 
La toxicité aux tissus sains fait référence à l’irradiation de tissu non tumoral pouvant 
être corrélée avec l’apparition d’effets secondaires délétères. En effet, quelle que soit la 
technique de radiothérapie employée, les tissus sains présents dans le champ d’irradiation 
reçoivent de manière inévitable une dose de rayonnements à l’origine de dommages 
tissulaires plus ou moins importants (Annexe 2). Ces tissus sains irradiés sont considérés 
comme des organes à risque (OAR) dans le traitement des cancers et constituent la 
principale limite quant à la dose totale pouvant être délivrée à la tumeur. Parmi les OAR, on 
distingue les organes très radiosensibles tels que l’œil, les ovaires et les testicules, les organes 
moyennement radiosensibles comme l’intestin grêle, le côlon, le cœur, les poumons, et les 
organes peu radiosensibles tels que les os, les muscles et les gros vaisseaux (Tableau 2). En 
conséquence, des tissus sains cibles ont été identifiés pour chaque protocole de radiothérapie 
ainsi qu’une dose et un volume maximaux tolérés par les OAR sans induire des effets 
secondaires majeurs sur ces derniers. Par ailleurs, la connaissance de cette dose de tolérance 
s’avère indispensable dans la planification d’un traitement par radiothérapie. De plus, la 
tolérance fonctionnelle des OAR à l’irradiation dépend essentiellement de leur capacité à 
continuer à fonctionner en tant qu’entité et varie en fonction de leur organisation structurelle. 
En effet, il est établi que les organes possédant une architecture en série (tube digestif, moelle 
épinière), sont beaucoup plus radiosensibles que les organes avec une structure en parallèle 
(poumons, rein, foie). Dans le cas des organes en série, la destruction des sous-unités 
fonctionnelles entraine une altération la fonction de ces organes alors que la présence d’unités 
indépendantes caractéristiques de la structure en parallèle, autorise l’irradiation à forte dose 
pour des petits volumes (cas de la stéréotaxie pulmonaire). 
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 Organes/tissus Conséquences 
 
Œil/Cristallin Cataracte, survenue tardive 3 à 6 ans 
Organes très radiosensibles/ 
lésions sévères pour des 
doses faibles 
Ovaire Stérilité et castration temporaire ou définitive 
Testicule Stérilité temporaire ou définitive selon la dose 
Rein Néphrite radique, fibrose 
Foie Hépatite radique, fibrose 
 
 
 
 
Organes radiosensibles 
Rectum Rectite radique, fibrose 
Intestin grêle Grêle radique, perforation, fibrose 
Côlon Sténose ou parfois perforation 
Cœur Péricardite constrictive 
Poumons Insuffisance respiratoire, fibrose 
Moelle épinière Myélite radique 
Peau Radiodermite 
Os Fragilité osseuse, fracture, ostéoradionécrose 
 
Organes peu radiosensibles 
Muscle Sclérose et rétractation musculaire 
Gros vaisseaux Sténose responsable d'accidents ischémiques 
Tissu conjonctifs Fibrose radique 
 
Tableau 2 : Principaux organes à risque en radiothérapie. D’après le Guide des Procédures en Radiothérapie 
Externe 2007, Cancérologie pour le Praticien 1986. 
 
Concernant les modalités de traitement, plusieurs paramètres ont été identifiés comme 
étant déterminants dans l’incidence et la sévérité des dommages induits aux tissus sains. 
Parmi eux, on distingue la dose totale reçue, la dose par fraction, le volume de tissu irradié, la 
durée du traitement ou encore l’administration concomitante d’une chimiothérapie (Bentzen 
et al. 1994). Dans ce dernier contexte, l’administration d’une chimiothérapie concomitante à 
une radiothérapie peut dans certains cas être associée à une cytotoxicité digestive. 
L’utilisation de molécules telles que l’actinomycine D, le 5-fluorouracil (5-FU), la 
bléomycine ou encore la doxorubicine est corrélée avec des dommages au niveau de 
l’épithélium intestinal (Bismar et al. 2002).   
En 1994, Bentzen et Overgaard ont listé d’autres paramètres déterminants dans 
l’apparition des dommages radio-induits aux tissus sains (Bentzen et al. 1994). Tout d’abord, 
les facteurs dits extrinsèques qui regroupent les facteurs associés aux patients dit 
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radiosensibilité interindividuelle, et les facteurs de comorbidité faisant référence à la 
présence de pathologies préexistantes. Il est par exemple avéré que l’âge des patients au 
moment du traitement constitue un paramètre important dans l’évolution des dommages 
radio-induits. Le traitement des cancers chez le jeune enfant est très souvent associé à des 
complications touchant le système nerveux central (SNC) ou les glandes endocrines. Chez les 
patients atteints de cancer pulmonaire, on observe une augmentation du risque de 
pneumopathies radio-induites sévères chez 34,4% chez des patients âgés de plus de 70 ans 
contre 18,2% pour des patients plus jeunes (Bentzen et al. 1994). L’indice de masse corporelle 
du patient est également un acteur prépondérant dont va dépendre l’efficacité du traitement. 
Des patients possédant un indice de masse corporelle élevé (obésité établie) ont un risque 
moins élevé de développer une toxicité radio-induite que les patients avec une faible masse 
corporelle (Fuccio et al. 2015). De même, le tabagisme des patients au moment de la 
radiothérapie représente un facteur de risque dans l’évolution des lésions tissulaires dans le 
cas de cancers de la tête et du cou. Le statut physiologique du patient est à prendre en compte 
au moment du traitement. Ainsi il a été établi l’existence d’un lien entre la morbidité observée 
chez certains patients et la présence de certains éléments étiopathologiques tels que le diabète 
mellitus, l’hypertension, les maladies inflammatoires chroniques du tube digestif (maladie de 
Crohn ou Rectocolite Hémorragique) ou encore des maladies héréditaires du collagène. On 
parle dans ce cas de facteurs de comorbidité (Bentzen et al. 1994). De manière plus générale, 
il est important de souligner que la présence de ces facteurs de prédisposition ne modifie pas 
fondamentalement la cytotoxicité des rayonnements mais interviendrait dans une ou plusieurs 
étapes du processus pathologique. Enfin, la prédisposition génétique de chaque patient 
explique en grande partie la variabilité dans l’apparition et le développement des lésions 
radio-induites pour un même traitement. L’existence de facteurs de prédisposition génétique 
(identifiés comme des facteurs intrinsèques) a été proposée suite à l’observation 
d’hypersensibilité sévère aux rayonnements ionisants chez des patients atteints de syndromes 
héréditaires comme l’Ataxie Telangiectasie. Cette pathologie a pour origine la présence de 
mutations dans les gènes essentiels dans la réparation de l’ADN (comme le gène ATM, 
Ataxia Telangiectasia Mutated) et est associée à des phénomènes d’hyper-radiosensibilité 
(Bentzen et al. 1994; Hill et al. 2001).  
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Ces dernières années, l’amélioration des outils informatiques et des systèmes 
d’imagerie médicale ont contribué à une évolution considérable des techniques de 
radiothérapie. Ces progrès technologiques sont à la base de l’amélioration de la balistique et 
de la réduction du volume de tissus sains exposés. Toutefois, l’exposition des organes à risque 
demeure inévitable à ce jour. L’apparition d’effets secondaires délétères constitue la 
principale limite dans l’efficacité du traitement anti-tumoral, et entache la qualité de vie des 
patients avec dans certains cas, des conséquences létales au long terme. La réduction des 
dommages radio-induits aux tissus sains et la mise en place de stratégies thérapeutiques 
spécifiques en clinique représentent donc des enjeux futurs majeurs dans ce domaine. 
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Chapitre 2. Dommages radio-induits aux tissus sains : cas du tube digestif 
 
 La moitié des traitements par radiothérapie en France concerne des tumeurs de la 
sphère abdomino-pelvienne. Dans ce contexte, des portions du tube digestif peuvent se 
retrouver dans le champ d’irradiation. Malgré les progrès effectués en balistique, la toxicité 
induite aux tissus sains reste inévitable et représente encore à ce jour la principale limite dans 
l’escalade de dose pouvant être délivrée au tissu tumoral et donc, une limite dans l’efficacité 
du traitement en général. L’iléon terminal, le côlon ou encore le rectum sont considérés 
comme des OAR dans le traitement du cancer cervical, endométrial, rectal ou prostatique et 
peuvent être à l’origine du développement de pathologies secondaires chroniques. 
Aujourd’hui, l’enjeu majeur en clinique est d’assurer la destruction tumorale tout en limitant 
la dose et le volume de tissus sains irradiés. Cet aspect est défini par la notion de balance 
bénéfice/risque. 
 
1. Structure et fonctions du tube digestif chez l’Homme 
 
L’intestin se compose de manière schématique en deux compartiments: (i) l’intestin 
grêle, lui-même subdivisé en trois parties (selon un axe cranio-caudal) le duodénum, le 
jéjunum et l’iléon permettant la majorité de l’absorption des nutriments par l’épithélium 
intestinal ; (ii) le gros intestin, comprenant le cæcum, le côlon puis le rectum dans lesquels se 
poursuit la digestion et s’effectuent les dernières absorptions d’eau et d’électrolytes. La 
structure particulière de l’intestin associée à un système vasculaire dense explique en partie sa 
radiosensibilité (Potten 1977; Maj et al. 2003). Dans le contexte de cette étude, nous nous 
sommes principalement concentrés sur les dommages radio-induits au niveau du côlon et du 
rectum. Seules l’anatomie et les fonctions de ces organes seront donc abordées de manière 
détaillée dans la suite de ce chapitre.  
Le côlon constitue la partie terminale de l’appareil digestif. Il se compose de quatre 
parties: la première en partant du cæcum est le côlon ascendant suivie du côlon transverse, 
puis du côlon descendant et la partie terminale, le côlon sigmoïde (Figure 3). Le rectum se 
situe en aval du côlon sigmoïde et comprend l’ampoule rectale et le canal anal à son 
extrémité. D’un point de vue physiologique les principales fonctions du côlon sont d’assurer 
le stockage puis l’élimination des déchets biologiques. C’est au niveau du côlon que 
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s’effectue la digestion finale du chyme alimentaire grâce à la présence d’un microbiote riche 
(1011 à 1012 bactéries) permettant la dégradation de certaines fibres (dégradation enzymatique 
des polysaccharides complexes par la flore bactérienne). C’est également au niveau du côlon 
que s’effectue en majorité l’absorption de l’eau et des électrolytes et aussi l’absorption de 
certaines vitamines essentielles telles que la vitamine K (vitamine liposoluble nécessaire pour 
la modification post-traductionnelle de certaines protéines de la coagulation par exemple).  
D’un point de vue histologique le côlon est composé de cinq tuniques. On distingue 
selon un axe lumière intestinale - séreuse : la muqueuse qui regroupe l’épithélium colique et 
le chorion (base des cryptes). La muqueuse comprend un important réseau microvasculaire 
permettant l’irrigation en profondeur et l’apport nécessaire en oxygène aux cellules de la 
crypte ainsi qu’un réseau lymphatique via les canaux chylifères. La muqueuse repose sur une 
musculaire muqueuse elle-même appuyée sur une sous-muqueuse. On distingue ensuite la 
musculeuse qui comprend les couches musculaires circulaires interne et longitudinale externe 
assurant les mouvements péristaltiques. Enfin, la tunique la plus externe est la séreuse 
(associée au péritoine viscéral) qui est composée de tissu adipeux, d’un mésothélium et de 
vaisseaux sanguins de diamètre important. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 : Organisation fonctionnelle du côlon chez l’Homme. 
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La composition cellulaire particulière de la muqueuse colorectale lui confère ses 
propriétés biologiques caractéristiques. Elle comprend un épithélium colique ponctué 
d’invaginations tubulaires droites appelées cryptes ou glandes de Lieberkühn (Figure 4). On 
dénombre environ 250 cellules par crypte et leur organisation est généralement uniforme au 
sein d’une région donnée du tractus digestif (Booth et al. 2000). Quatre types cellulaires ont 
été identifiés et sont répartis dans des régions spécialisées de la crypte. On distingue ainsi 
deux compartiments dans une crypte : un compartiment prolifératif et un compartiment 
fonctionnel (Joubert et al. 2009).  
Le compartiment prolifératif situé à la base des cryptes est essentiellement composé 
de cellules souches et de cellules immatures. On compte environ quatre à six cellules souches 
par crypte (Marshman et al. 2002). Ces dernières sont caractérisées par un phénotype 
pluripotent, c’est-à-dire qu’elles sont capables à la fois de se diviser en cellules filles 
progénitrices qui assurent le renouvellement épithélial ; mais également de générer des 
cellules filles immatures qui maintiennent le pool de cellules souches à la base des cryptes. 
Pendant longtemps, il a été difficile de caractériser les cellules souches intestinales dû à un 
manque de marqueurs spécifiques pour ce type cellulaire. C’est en 2007 que les travaux de 
Barker et al ont pu identifier une première population de cellules souches exprimant Lgr5+ 
(Leucin-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5 ou Gpr49), un gène cible de la 
voie Wnt (Barker et al. 2007). Ces auteurs ont montré par technique d’hybridation in situ, 
l’expression exclusive de Lgr5 par une population de cellules mitotiquement actives au fond 
des cryptes. Un an plus tard, une seconde population Bmi1+ (B lymphoma Mo-MLV Insertion 
region 1 homolog) est mise en évidence par Sangiorgi et al (Sangiorgi et al. 2008). Ces deux 
populations se différencient entre autres par une position différente au sein de la crypte et 
également par une différence dans l’activité du cycle cellulaire. Les cellules Lgr5+ sont 
localisées au fond des cryptes, on parle de CBC pour Crypt Base Columnar cells, alors que les 
cellules Bmi1+ sont retrouvées en position + 4. Les cellules Lgr5+ sont mitotiquement actives 
et de fait plus radiosensibles, alors que les cellules Bmi1+ sont identifiées comme quiescentes 
et radiorésistantes pour des fortes doses (12 Gy en corps entier) (Barker et al. 2007; Yan et al. 
2012). Zhu et al ont récemment pu montrer que 40% des cellules apoptotiques des cryptes 
sont Lgr5+ (Zhu et al. 2013). Au cours du processus de maturation, les cellules souches 
migrent vers le centre de la crypte et prolifèrent au sein d’un compartiment dit de «transition 
et d’amplification» (Transit-Amplifiying, TA) (Barker 2014). Les cellules en prolifération 
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poursuivent ensuite leur migration vers la lumière et se différencient en cellules épithéliales 
fonctionnelles. Les cellules épithéliales présentes au pôle apical se détachent de la lame basale 
et sont éliminées de l’épithélium bordant par anoïkis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 : Unité fonctionnelle de la muqueuse colorectale, la crypte de Lieberkühn.  
(d’après Barker et al. 2014) 
 
L’épithélium colique fonctionnel se compose principalement de 3 types cellulaires 
distincts. On retrouve de façon majoritaire les cellules cylindriques ou côlonocytes qui 
composent l’épithélium bordant et assurent l’absorption des nutriments et des électrolytes. La 
sécrétion constante de mucus est assurée par les cellules caliciformes ou goblet cells. Ces 
dernières sont chargées en granules intracytoplasmiques essentiellement composés de 
mucines qui permettent d’une part la lubrification de la muqueuse et donc l’avancée du 
contenu intestinal et d’autre part une protection physique contre les bactéries et les molécules 
de grande taille présentes dans la lumière intestinale. L’absorption de nutriments par les 
cellules coliques stimule la synthèse d’hormones et autres peptides tels que la sérotonine, le 
glucagon, la substance P ou encore la gastrine par les cellules entéroendocrines. Ces cellules 
sont peu nombreuses et représentent environ 1% des cellules de la crypte (Gerbe et al. 2012). 
Contrairement à l’intestin grêle, les cellules de Paneth sont absentes des cryptes de 
l’épithélium colique et peuvent quelques fois être observées au niveau du côlon ascendant 
dans certaines pathologies (Humphries et al. 2008). Ces dernières possèdent une activité 
sécrétrice importante associée à une activité enzymatique antimicrobienne. Enfin, on 
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distingue également les « tuft cells » qui représentent environ 0,4% des cellules épithéliales 
intestinales. Bien que ces cellules aient été découvertes depuis plus de soixante ans, leurs 
fonctions précises restent à ce jour indéterminées (Gerbe et al. 2012). Enfin, la fonction de cet 
épithélium colique est assurée par le renouvellement continu et rapide des différents types 
cellulaires qui le composent. Ce renouvellement est assuré en 3 à 5 jours chez l’Homme (Maj 
et al. 2003). 
 
2. L’intestin : un organe radiosensible 
 
La structure particulière de l’intestin et l’importante activité mitotique des cellules 
souches intestinales explique en partie sa radiosensibilité (Bismar et al. 2002). Cette 
importante activité mitotique place ce compartiment souche en première ligne dans la 
cinétique des dommages radio-induits, et explique en majeure partie les symptômes aigus 
observés en clinique. Il est en effet établi que la mort des cellules du compartiment souche est 
un évènement clef dans l’initiation des dommages radio-induits associée à une perte des 
principales fonctions biologiques intestinales. La présence d’un réseau microvasculaire dense 
au sein de la muqueuse contribue également à la radiosensibilité de cet organe (Maj et al. 
2003).  
a. Dommages radio-induits à l’intestin  
L’entérite radique est décrite comme l’ensemble des dysfonctions de l’intestin grêle 
consécutives à une irradiation pelvienne. Il est aujourd’hui établi que la fréquence et 
l’intensité de l’entérite radique sont directement fonction de la dose totale reçue par le tissu et 
du volume irradié. Elle est observée pour des doses totales de 40 Gy et la sévérité des lésions 
augmente sérieusement pour des doses excédant 50 Gy (Bismar et al. 2002). De par sa 
localisation proche de la prostate, la paroi antérieure du rectum se retrouve de manière 
inévitable dans le champ d’irradiation au cours des traitements des tumeurs prostatiques par 
radiothérapie (Leiper et al. 2007). Le rectum constitue donc un OAR critique dans 
l’irradiation forte dose de ce cancer (Annexe 2). Les lésions radio-induites à cet organe sont 
regroupées sous le terme de rectite radique ou « radiation proctitis ». Un des symptômes le 
plus fréquemment observé et indicateur de cette pathologie est la présence de saignements 
rectaux. Une étude rétrospective menée chez 465 patients a récemment montré que 
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l’apparition des saignements était observée dans 94,3% des patients au cours des deux 
premières années suivant la radiothérapie (Schreiber et al. 2014). L’installation de la 
pathologie favorise la formation de néovaisseaux aberrants (télangiectasies) et dans les cas les 
plus avancés, l’installation d’une fibrose favorise la perte de tonicité tissulaire, souvent 
associée à une persistance de l’ulcération muqueuse (Leiper et al. 2007). 
En clinique, l’atteinte digestive est caractérisée par des symptômes sévères invalidants 
pour les patients. La cinétique d’apparition de ces séquelles a permis de classer les 
complications digestives radio-induites en fonction de leur période d’apparition (Theis et al. 
2010). On distingue ainsi : 
Les complications aiguës : celles-ci surviennent dès la première semaine de radiothérapie et 
apparaissent au cours des trois premiers mois qui suivent le début du traitement. L’entérite 
aiguë est caractérisée par une stérilisation partielle du compartiment souche situé à la base des 
cryptes. L’absence de renouvellement épithélial et l’inflammation radio-induite participent à 
l’ulcération progressive de la muqueuse digestive. L’ensemble de ces dysfonctions sont 
responsables d’une rupture de la barrière intestinale associé à des phénomènes de 
malabsorption et de fuites d’électrolytes. En clinique les patients souffrent d’importantes 
douleurs abdominales ou encore de fréquentes diarrhées. Ces atteintes sont observées chez 60 
à 80% des patients et sont réversibles dans la majorité des cas (Bismar et al. 2002).  
Les complications chroniques ou tardives : la période d’apparition des symptômes est plus 
variable que pour les effets aigus. Elle peut débuter au-delà des trois premiers mois suivant la 
fin du traitement et peut s’étendre jusqu’à plusieurs années après celui-ci (jusqu’à plus de 30 
ans). Les séquelles tardives sont caractérisées par un processus inflammatoire et cicatriciel 
chronique et une fibrose tissulaire transmurale. Ces complications sont retrouvées chez 5 à 
10% des patients (Andreyev et al. 2011). En clinique, ce type de complication se décrit par 
une importante perte de poids, des douleurs abdominales sévères pouvant être dues à des 
occlusions digestives partielles (sténose due à la fibrose radique) ou encore des nausées et des 
vomissements pouvant traduire des problèmes de malabsorption. 
 
b. Conséquences tissulaires des rayonnements : cas du rectum 
Au niveau histologique, le rectum sain présente une architecture bien définie avec une 
distinction claire des différents compartiments qui le composent (Figure 5A). L’irradiation 
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induit des dommages muqueux observés de manière précoce (phase aiguë) correspondant à 
déstructuration profonde de la muqueuse. Ces dommages aigus sont principalement dus à la 
vague de mort précoce des cellules souches épithéliales entrainant une dénudation épithéliale. 
L’activation du compartiment vasculaire régit la réponse inflammatoire précoce. Selon la dose 
et le stade d’avancement de la pathologie, certaines reprises glandulaires (cryptes 
hyperplasiques) sont observées, signe d’une prolifération accrue des cellules épithéliales et 
d’une tentative de reconstruction muqueuse (Figure 5B). La mise en place de la réponse 
inflammatoire muqueuse est caractérisée par une raréfaction plus ou moins sévère des cryptes 
et une infiltration dense de la lamina propria par des cellules immunitaires (neutrophiles, 
macrophages et lymphocytes, Figure 5C et D). La rupture de la barrière épithéliale favorise la 
fuite d’électrolytes et l’augmentation de la perméabilité aux pathogènes présents dans la 
lumière intestinale. Ceci exacerbe la réponse inflammatoire dont l’activation chronique 
favorise activement le développement de lésions tardives.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5 : Histopathologie de la rectite radique chez l’Homme. Résections chirurgicales 5 à 7 semaines après 
radiothérapie préopératoire pour adénocarcinome rectal, dose totale de 45 Gy. A : tissu sain, B, C et D : 
tissus pathologiques. Coloration Hémalun/Eosine/Safran (HES); obj x 40 (d’après François et al. 2013). 
 
Pour des lésions plus tardives, il existe une infiltration de collagènes dans le 
compartiment sous-muqueux qui peut s’étendre à la musculaire et à la séreuse (fibrose 
B A 
C D 
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transmurale). Le dépôt excessif de collagènes traduit une activation soutenue du 
compartiment mésenchymateux, acteur clef dans l’installation de la fibrose transmurale. Alors 
que l’on pensait que la fibrose tissulaire était figée et offrait donc peu d’opportunités 
thérapeutiques, on sait maintenant que la fibrose tissulaire est un phénomène dynamique et 
évolutif. Comprendre ses mécanismes est essentiel pour ouvrir le champ des possibilités 
thérapeutiques.  
 
3. Gestion clinique actuelle des séquelles digestives radio-induites 
 
Les stratégies thérapeutiques actuelles pour traiter les complications digestives radio-
induites sont essentiellement symptomatiques. Les principaux essais cliniques menés jusqu’à 
aujourd’hui ont porté sur trois domaines d’action : (i) l’utilisation de traitements anti-
inflammatoires, (ii) l’utilisation de traitements antioxydants, (iii) des thérapies vasculaires 
avec l’utilisation de molécules vasculotropes, et les traitement en chambre hyperbare pour les 
lésions sévères (Hauer-Jensen et al. 2014). Il est à noter que l’utilisation de ces thérapies doit 
se faire en tenant compte du stade évolutif de la pathologie à savoir, s’il s’agit d’une fibrose 
jeune et inflammatoire ou bien d’un bloc fibreux associé à des lésions anciennes et établies. 
Aujourd’hui le pronostic d’évolution des entérites radiques reste dans l’ensemble mauvais et 
évolue dans la majorité des cas vers un syndrome occlusif persistant et récurrent associé à une 
issue létale dans 10% des cas (Hauer-Jensen et al. 2003; Larsen et al. 2007). 
 
a. Gestion clinique des dommages aigus 
Les antibiotiques : Ces moyens thérapeutiques visent avant tout à prévenir les infections 
bactériennes pouvant survenir suite à une intervention chirurgicale ou dans le cas de 
perforations intestinales. L’utilisation d’antibiotiques reste empirique et son efficacité dans la 
diminution des lésions radiques serait variable en fonction des patients (Theis et al. 2010). 
Les anti-diarrhéiques : Les symptômes de type diarrhées sont traités avec des anti-
diarrhéiques classiques (lopéramide, codéine phosphate), ou par l’utilisation de peptide de 
synthèse (octréotide). D’autres analogues de la somatostatine sont envisagés lorsque ces 
premiers traitements s’avèrent inefficaces. Ces moyens thérapeutiques visent à diminuer les 
sécrétions de la muqueuse et à ralentir le péristaltisme intestinal (Theis et al. 2010). Malgré 
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une amélioration de l’état du patient, la cessation de ces traitements est couramment associée 
avec la reprise des symptômes. 
Les anti-inflammatoires : L’utilisation de corticostéroïdes tels que les aminosalicylates 
favorise la réduction de l’entérite radique aiguë, bien qu’il existe des effets secondaires 
associés à cette thérapie (Theis et al. 2010). L’utilisation de stéroïdes (injections en 
intramusculaire de triamconolone acétonide, tous les 10 jours) permet de prévenir le 
développement de lésions aiguës sans effets secondaires majeurs (Cetin et al. 2014). Ces 
stratégies apparaissent prometteuses et d’autres études sont nécessaires pour valider ces 
résultats au long terme. 
Les antioxydants : La majorité des lésions radio-induites étant dues à la production de ROS 
dans les tissus irradiés, l’utilisation de drogues limitant leur production ou favorisant leur 
séquestration constitue une approche d’intérêt. Bien que son utilisation soit associée avec des 
effets secondaires gênants (nausées, vomissements, hypotension) l’amifostine est un agent 
organique cytoprotecteur couramment utilisé en clinique. Il s’agit d’une prodrogue dont la 
forme activée (déphosphoration par la phosphatase alcaline) pénètre dans les cellules saines et 
leur confère une protection contre la toxicité radio/chimio-induite en capturant les radicaux 
libres générés (Bismar et al. 2002). Malgré son efficacité chez l’animal et en clinique, son 
utilisation reste à ce jour controversée due à un éventuel effet protecteur sur les cellules 
tumorales et l’apparition d’effets secondaires importants (hypotension, nausées, prurit) 
(Fuccio et al. 2015). D’autres travaux ont pu montrer que l’administration de vitamine E 
(radioprotecteur non-toxique naturel le plus puissant) en combinaison avec la pentoxifylline 
(PTX, vasodilatateur)  était associée avec une amélioration des symptômes des patients 
(Hamama et al. 2012). Enfin, la superoxide dismutase (SOD) et d’autres mimétiques de cette 
enzyme représentent de la même manière des stratégies antioxydantes (Delanian et al. 1994; 
Delanian et al. 2001). Il a notamment été montré que la surexpression de la SOD2 dans un 
modèle d’irradiation in vitro augmente la capacité de réparation de l’ADN et est associée avec 
la diminution d’expression de diverses protéines pro-apoptotiques telles que BAX, p38 et de 
la libération du cytochrome C par les mitochondries (Epperly et al. 2002). 
 
b. Gestion clinique des lésions chroniques  
Le sucralfate : Il s’agit d’un complexe de sulfate d’aluminium de sucrose dont l’efficacité 
repose sur sa capacité à former une couche visqueuse protectrice à la surface de la muqueuse 
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intestinale, ce qui favorise la cicatrisation de cette dernière en stimulant le processus 
d’angiogenèse. L’analyse des résultats obtenus au cours d’essais cliniques sont encourageants. 
Une réduction de la perte de mucus ainsi qu’une baisse de l’incontinence des patients ont été 
observées après la prise quotidienne de sucralfate (Fuccio et al. 2015). Cependant ces effets 
n’ont pas été observés dans l’ensemble des essais réalisés. C’est pourquoi, d’autres études 
s’avèrent nécessaires afin de valider l’effet bénéfique du sucralfate dans la gestion des effets 
secondaires tardifs radio-induits. 
Oxygène Hyperbare : Ce type de thérapie consiste à limiter les dommages causés par 
l’hypoxie tissulaire générée par l’irradiation via la stimulation du processus d’angiogenèse, 
ceci en plaçant le patient dans une atmosphère chargée en oxygène. Les résultats obtenus chez 
les patients ont confirmé l’efficacité de cette technique (régénération tissulaire, diminution 
des radicaux libres et de la fibrose), cependant sa mise en place requière un certain coût et le 
nombre de centres proposant cette thérapie reste faible (Leiper et al. 2007; Fuccio et al. 2012). 
Les interventions chirurgicales : Elles sont effectuées dans les cas les plus avancés de la 
pathologie : occlusion intestinale, présence de fistules ou de perforation de la muqueuse. Ces 
interventions sont à risque (possibilité d’adhésions péritonéales, risque de retard de 
cicatrisation ou de rupture de sutures après intervention chirurgicale) et sont appliquées en 
dernier recours. 
Techniques innovantes : Ces nouvelles stratégies ont une visée préventive de la rectite radique 
et reposent sur l’insertion d’un « spacer biodégradable » dans la graisse périrectale afin 
d’augmenter la distance entre le rectum et la prostate (espace rectoprostatique, Figure 6). 
Plusieurs types de spacers sont actuellement commercialisés et utilisés en clinique : hydrogel 
de polyéthylène-glycol (PEG), acide hyaluronique, collagène, ballon biodégradable (Zilli et 
al. 2014). Après analyse de la littérature, Zilli et al ont révélé que les premiers résultats 
obtenus avec l’utilisation de ces nouveaux outils sont très encourageants. En termes de gain 
dosimétrique, l’utilisation du gel de PEG est associée à une réduction du V70 rectal (volume 
rectal recevant au moins 70 Gy), de l’ordre de 45,9 à 61,4% et de 43 à 84% pour l’acide 
hyaluronique et de 55,3% pour le ballon.  
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Figure 6 : Illustrations de deux techniques innovantes: (A) Visualisation de la position du spacer : acide 
hyaluronique et (B) ballon biodégradable (d’après Zilli et al. 2014). 
 
Une étude européenne de phase II a permis de montrer que chez cinquante-deux 
patients traités par IMRT (dose totale de 78 Gy), l’administration du gel de PEG est associée à 
une réduction significative du taux de rectite aiguë (grades 1 et 2), et de rectite chronique 
(grades 1 et 2), selon les critères du Radiation Therapy Oncology Group (RTOG) et de la 
Radiation Therapy Oncology Group/European Organization for Research and Treatment of 
Cancer (EORTC), voir Annexe 3. De plus, aucun cas de rectite de grade 3 et 4 n’a été observé 
chez ces patients. Enfin, il est à noter que le bénéfice observé avec l’utilisation de ces 
nouvelles techniques préventives subsiste quelle que soit la technique de radiothérapie utilisée 
(3D-CRT, IMRT, Arc Thérapie Volumique) pour des doses allant jusqu’à 80 Gy (Zilli et al. 
2014). Cependant, malgré le réel effet bénéfique de ces techniques innovantes, leur utilisation 
reste encore limitée principalement due au coût de ces dernières. 
 
4. Toxicité digestive radio-induite : vers une meilleure compréhension des séquelles 
 
La toxicité digestive radio-induite a pendant une longue période été délaissée par les 
cliniciens et autres professionnels de santé (Andreyev et al. 2011). En effet, il apparaît que ces 
manifestations cliniques n’étaient pas considérées comme appartenant à une pathologie à part 
entière, mais plus comme une accumulation de symptômes vagues et non définis, dont 
l’impact psychologique et physique était mal évalué ou peu apprécié par les professionnels de 
santé. Aujourd’hui, il existe un effort réel dans la considération de cette pathologie pouvant 
A B 
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aussi s’expliquer par un nombre toujours plus important de survivants du cancer. On note une 
meilleure prise en compte des symptômes décrits par les patients qui sont observés de manière 
plus attentive : ces symptômes sont maintenant regroupés sous le terme de « pelvic radiation 
disease » (Andreyev et al. 2010). Cette évolution dans l’approche des effets secondaires des 
radiothérapies a permis de définir ces séquelles comme faisant partie d’un processus de 
pathogenèse à part entière. Cependant, la description de l’entérite radique souffre encore à ce 
jour d’imprécisions et le dialogue entre les radiothérapeutes, les médecins et les chercheurs 
doit se poursuivre dans ce sens pour aller vers une harmonisation de sa terminologie. Enfin, 
les mécanismes moléculaires et cellulaires régissant ce processus pathologique restent à être 
élucidés avec l’identification de cibles spécifiques pouvant ouvrir les possibilités 
thérapeutiques dans le futur. 
 
5. Toxicité radio-induite : du concept de cellule cible à la réponse intégrée  
 
Il est admis que les dommages tissulaires causés par les rayonnements vont dépendre 
de plusieurs paramètres. Par exemple, la dose totale reçue, le volume de tissu irradié, le 
protocole appliqué (dose par fraction, nombre total de fraction, durée entre chaque fraction, 
durée totale du traitement), la radiosensibilité et la nature de l’organe traité constituent un 
ensemble de critères à prendre en compte dans l’appréhension des dommages aux tissus sains.  
 
a. Le concept de la « cellule cible »  
Une des premières hypothèses émise pour expliquer la toxicité gastro-intestinale a été 
décrite de façon formelle par le concept de « la cellule cible » dans les années 1940. Ce 
concept suggère que la réponse tissulaire aux rayonnements est orchestrée par la mort d’un 
type cellulaire crucial dit « cible » entrainant la dysfonction de l’organe touché. En d’autres 
termes, la sévérité des lésions serait donc d’après ce concept, le reflet direct de la déplétion 
d’un type cellulaire donné (Bentzen 2006). Cette hypothèse a fait suite à des travaux étudiant 
la réponse de tissus à renouvellement rapide tels que la moelle osseuse, l’épithélium intestinal, 
ou encore l’épiderme après irradiation. Ce concept a ensuite été appuyé par les travaux de C. 
Potten qui ont montré la place de la mort par apoptose des cellules souches épithéliales dans 
la cinétique d’évolution du syndrome gastro-intestinal (SGI) plaçant ce compartiment comme 
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une cible privilégiée des rayonnements ionisants (Potten 1977). Toujours en faveur de cette 
hypothèse, d’autres travaux ont par la suite montré que la protection du compartiment souche 
des cryptes favorise la diminution du SGI chez l’animal. L’administration par injection de R-
spondine-1, un facteur de croissance des cellules souches intestinales (CSI) et un agoniste de 
la voie Wnt/β-caténine, à des souris C57Bl/6J protège les animaux du SGI après une 
irradiation corps entier de 10,4, 12 et 14 Gy. Cet effet bénéfique passe par une diminution de 
l’apoptose radio-induite des CSI, une stimulation de la prolifération des cellules souches 
Lgr5+ associée à une augmentation de la régénération cryptique et une amélioration de 
l’absorption intestinale (Bhanja et al. 2009).  
Ces dernières années, d’autres travaux ont suggéré que le SGI serait une conséquence 
directe d’une vague de mort précoce par apoptose des cellules endothéliales microvasculaires 
intestinales. En d’autres termes, la mort des CSI serait une des conséquences de la 
dysfonction et de l’ischémie vasculaire. Cette hypothèse est soutenue par les travaux de F. 
Paris qui ont montré que la perte du compartiment endothélial intestinal intervenait de 
manière précoce (4h) et en amont de la mort des CSI dans un modèle d’irradiation corps 
entier chez la souris C57Bl/6 (doses allant de 12 à 15 Gy) (Paris et al. 2001). En accord avec 
ces précédentes observations, l’injection d’angiopoiétine-1 chez des souris FVB est associée 
avec une diminution du nombre de cellules endothéliales microvasculaires intestinales 
apoptotiques, et favorise la survie de ces animaux après une irradiation corps entier de 12 et 
15 Gy (Cho et al. 2004). De plus, des travaux menés au laboratoire ont pu montrer que la 
réduction de la sévérité de l’entérite radique dans modèle d’irradiation localisée du grêle chez 
des souris déficientes pour le gène PAI-1, est associée avec une réduction du nombre de 
cellules endothéliales apoptotiques (Abderrahmani et al. 2012). 
En résumé, le concept de la cellule cible a permis pendant de nombreuses années une 
avancée significative dans l’appréhension de la réponse des tissus sains aux rayonnements. Il 
est notamment à la base des protocoles actuels de radiothérapie fractionnée qui assurent une 
meilleure récupération des cellules saines. Cependant, après plusieurs années ce modèle a fait 
face à plusieurs limites et est aujourd’hui remit en cause. Ceci s’explique entre autre par le 
manque de corrélation entre la radiosensibilité cellulaire et individuelle évoqué 
précédemment. Cela suggère que la radiosensibilité d’un type cellulaire donné serait un 
facteur influent dans la réponse tissulaire mais agirait en étroite association avec la réponse 
aux rayonnements de tous les autres types cellulaires (mort ou activation cellulaire). 
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b. Les lésions radio-induites aux tissus sains : une réponse orchestrée 
C’est dans cette volonté d’améliorer la compréhension des mécanismes 
physiologiques et physiopathologiques de l’entérite radique que Denham et ses collègues ont 
effectué une réappréciation de la classification des dommages radio-induits en 2001 (Denham 
et al. 2001). Cette dernière a permis de classer les dommages aux tissus sains en trois 
catégories. La première regroupe l’ensemble des effets directs des rayonnements sur les 
cellules, on parle d’effets cytocides. Cette réponse est initiée de manière précoce dès les 
premières minutes après l’irradiation. Elle fait intervenir la radiosensibilité cellulaire, leur 
capacité de réparation des dommages à l’ADN ou leur activité mitotique. Ces effets ont pour 
conséquences la mort clonogénique, la mort mitotique et la mort par apoptose des cellules 
irradiées. Le deuxième mécanisme correspond à une phase de progression qui regroupe les 
effets indirects provoqués par les rayonnements sur les cellules stromales et endothéliales. 
Ces dommages incluent notamment les effets bystander et aussi l’activation tissulaire en 
réponse à la mort cellulaire (synthèse de médiateurs pro-inflammatoires, de cytokines, de 
facteurs de croissance, de chimiokines ou de facteurs pro-coagulants). L’ensemble de ces 
acteurs conduit aux « mécanismes conséquentiels » des lésions chroniques. Le dernier 
mécanisme concerne les effets fonctionnels. Ils résultent des changements d’expression 
génique des cellules irradiées et des modifications des molécules intra et extracellulaires 
(Hauer-Jensen et al. 2014).  
Avec l’accumulation des connaissances ces dernières années, il est désormais admis 
que les évènements tissulaires radio-induits n’ont pas lieu de façon isolée mais au contraire, 
sont orchestrés de manière dynamique et coordonnée dans le temps. La réponse des tissus 
sains aux rayonnements s’organise donc comme un « continuum d’évènements » liés les uns 
aux autres, dans lequel les évènements cellulaires et moléculaires participent en étroite 
collaboration à l’installation de la pathologie fibrotique (Bentzen 2006). Cette réponse est 
entre autres initiée par l’importante mort cellulaire précoce et l’activation du compartiment 
endothélial qui favorise le recrutement des cellules immunitaires circulantes (Figure 7). La 
réponse inflammatoire ainsi générée assure la mise en place d’un processus de cicatrisation 
tissulaire faisant intervenir différents acteurs impliqués dans l’angiogenèse et la fibrogénèse. 
La chronicité des lésions tissulaires, la modification du dialogue intercellulaire et des 
interactions cellules-matrice ainsi que l’activation continue des cellules du mésenchyme, sont 
autant de modifications qui génèrent un environnement propice à l’installation d’une fibrose 
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Figure 7 : Cinétique des évènements cellulaires et moléculaire majeurs impliqués  
dans la réponse tissulaire radio-induite. 
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6. Caractéristiques de la réponse inflammatoire radio-induite 
 
Le système immunitaire joue un rôle central dans la réponse des tissus sains aux 
rayonnements. Le processus inflammatoire est initié de manière précoce, dès les premières 
heures après irradiation, en réponse aux dommages cellulaires, à l’activation du compartiment 
vasculaire, à la translocation de bactéries commensales du tube digestif dans le tissu suite à 
une rupture de la barrière épithéliale et à une production importante de ROS. Cette réponse 
représente donc une cible thérapeutique de choix pour limiter l’évolution des dommages. La 
toxicité gastro-intestinale radio-induite conduit généralement à la mise en place d’un 
processus de cicatrisation chronique marqué par une réponse inflammatoire soutenue associée 
avec une réponse fibroproliférative persistante (Molla et al. 2007).  
De par la nature de cette réponse, les rayonnements ionisants peuvent donc être 
considérés comme un signal pro-inflammatoire. La réponse inflammatoire est exacerbée  
d’une part, par l’acquisition d’un phénotype pro-thrombotique, pro-coagulant et anti-
fibrinolytique de l’endothélium vasculaire irradié ; et d’autre par la sécrétion de médiateurs 
solubles pro-inflammatoires et pro-fibrosants de type chimiokines et cytokines par les cellules 
endothéliales (veinules post-capillaires) et stromales activées. Un certain nombre d’études 
s’accordent à montrer que l’irradiation induit de manière dose dépendante l’expression de 
divers médiateurs pro-inflammatoires tels que le TNF-α, le TGF-β, l’IL-6 et l’IL-1β, aussi 
bien in vivo qu’in vitro (Rubin et al. 1995; Okunieff et al. 2005; Ong et al. 2010). La 
formation d’un gradient de molécules bioactives génère un microenvironnement favorable au 
recrutement rapide des leucocytes circulants au niveau du site lésé, caractéristique de 
l’inflammation aiguë (Figure 8). Le recrutement des cellules immunitaires est principalement 
orchestré par des modifications du profil d’expression génique des cellules endothéliales (CE) 
irradiées. L’irradiation induit notamment une surexpression de molécules d’adhésion de type 
CAM (Cell Adhesion Molecule), ainsi que de protéines appartenant à la famille des sélectines 
à la surface des cellules endothéliales (Molla et al. 2007). Ces modifications du profil 
d’expression des molécules d’adhésion seront par ailleurs présentées dans le chapitre 4 
concernant l’activation de l’endothélium. 
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Figure 8 : Principales étapes de la réponse inflammatoire radio-induite : relation entre inflammation et 
fibrose digestive. ༃ Conséquence de l’irradiation sur la barrière épithéliale et l’endothélium vasculaire ; ༄ 
Recrutement des cellules immunitaires (GN, macrophages) ; ༅ Extravasation des cellules immunitaires à 
travers l’endothélium et migration vers le site lésé ; ༆ Synthèse de médiateurs pro-inflammatoires et 
libération de ROS ; ༇ Activation des cellules mésenchymateuses ; ༈ Synthèse de collagènes dans l’espace 
interstitiel par les myofibroblastes/CMLs activées. 

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OHVPDFURSKDJHV UpVLGHQWV DX QLYHDX GX VLWH OpVp YLD OD VpFUpWLRQ GH FKLPLRNLQHV WHOOHV TXH
&;&/ &;&FKHPRNLQH /LJDQG  &KH] OD VRXULV &%/ XQH DXJPHQWDWLRQ GH
O¶DGKpVLRQ GHV *1 D O¶HQGRWKpOLXP D pWp REVHUYpH GqV K GDQV XQ PRGqOH G¶LUUDGLDWLRQ
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l’augmentation du nombre de leucocytes circulants était corrélée avec l’augmentation du 
« rolling » et une diminution de la vitesse de roulement des leucocytes à la surface de 
l’endothélium. De plus, l’injection d’anticorps monoclonaux anti-CD18 et anti-ICAM-1 
(InterCellular Adhesion Molecule-1) aux animaux permettait de reverser ces précédentes 
observations (Panes et al. 1995). Chez l’homme, une étude prospective a été menée chez dix-
sept patients et a révélé que l’augmentation du nombre de GN dans le tissu irradié était 
observée jusqu’à 6 semaines après radiothérapie pour adénocarcinome rectal (Hovdenak et al. 
2002). Cependant, il existe une ambiguïté sur le rôle précis des GN dans la pathogenèse de 
l’entérite et de la rectite radique. En effet, l’augmentation du flux de neutrophiles au sein de la 
zone irradiée pourrait exacerber la réponse inflammatoire (libération massive et continue de 
ROS) et accentuer les dommages tissulaires. A l’inverse, d’autres travaux dont certains 
effectués au laboratoire, ont pu montrer que des souris déficientes en mastocytes étaient 
protégées contre les lésions rectales mais présentaient un infiltrat de GN plus important que 
les souris sauvages, suggérant que les GN pourraient être bénéfiques dans certains cas 
(Blirando et al. 2011). De même, Flanders et al ont observé que l’augmentation du flux de GN 
6 à 8h post irradiation confère une radioprotection aux animaux dans un modèle de fibrose 
cutanée chez les souris Smad3 déficientes (Flanders et al. 2008). 
Par la suite, la synthèse de cytokines (TNF-α, IFN-γ et IL-1) par les GN activés permet 
via l’expression de MCP-1(Monocyte Chimio Attractant Protein-1 ou CCL2) le recrutement 
et la transmigration des monocytes qui, une fois en dehors la circulation sanguine, se 
différencient en cellules dendritiques et en macrophages. Ces derniers ont un rôle essentiel à 
la fois dans la mise en place de la réponse inflammatoire, mais également dans la régénération 
tissulaire en assurant l’élimination des débris cellulaires par phagocytose des cellules 
apoptotiques reconnues comme des DAMPs (Damage-Associated Molecular Pattern) (Schaue 
et al. 2010). On distingue ainsi deux formes de macrophages dont la régulation de la balance 
est fonction du contexte cytokinique : les macrophages de type M1 pro-inflammatoires et les 
macrophages de type M2, dits anti-inflammatoires et antioxydants  (Francois et al. 2013). 
Des études menées au laboratoire ont montré que l’irradiation est associée avec une 
augmentation de l’infiltration macrophagique dans des modèles de rectite et d’entérite radique 
chez la souris (Blirando et al. 2011; Rannou et al. 2015). En effet, ces récents travaux ont 
permis de mettre en évidence via un co-marquage CD68/iNOS, une augmentation du nombre 
de macrophages M1 dès 3 jours et jusqu’à 42 jours après irradiation localisée au niveau de 
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l’intestin grêle (modèle de l’anse extériorisée, 19 Gy) chez des souris floxées pour le gène 
PAI-1 (souris contrôles). En revanche, la délétion endothéliale-spécifique du gène PAI-1 
(acteur potentiel dans l’entérite radique), est associée avec une baisse du nombre de M1 et une 
diminution des lésions radio-induites que ce soit en phase aiguë ou en phase tardive. A 
l’inverse, une augmentation significative du nombre macrophages de type M2 a été observée 
pour des temps tardifs après irradiation dans le modèle déficient pour PAI-1 en comparaison 
aux animaux contrôles. Ces données ont démontré que la variation d’expression d’un gène 
spécifique dans un compartiment donné peut d’une part affecter la balance M1/M2, et d’autre 
part que la présence de macrophages de type M1 semble exacerber les dommages dans ce 
modèle d’entérite radique (Rannou et al. 2015). D’autres études s’avèrent nécessaires afin 
d’approfondir les connaissances quant au rôle précis des macrophages dans l’initiation et la 
progression des dommages radio-induits à l’intestin. 
La réponse des tissus sains aux rayonnements fait intervenir en étroite collaboration 
les réponses immunitaires innée et adaptative. La présence de nombreux lymphocytes T et B 
dans la lamina propria est couramment observée au sein de l’infiltrat et plus précisément au 
cours des phases subaiguë et chronique de l’inflammation radio-induite (Francois et al. 2013). 
La présence des lymphocytes en phase tardive s’explique par l’expression perpétuelle de 
cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1α et β par exemple exprimées jusqu’à 8 et 26 
semaines après une irradiation thoracique de 12,5 Gy chez la souris (Rubin et al. 1995). Les 
lymphocytes jouent un rôle clef dans le développement de la fibrose notamment via a 
sécrétion d’IL-13, de TGF-β et de PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), impliqués dans le 
recrutement et l’activation des fibroblastes résidents et des macrophages (Wynn 2008). De 
plus, les lymphocytes T sont des acteurs essentiels dans la mise en place de la réponse 
cytotoxique via les LT CD8+ et adaptative via les LT CD4+. Ces derniers assurent le lien avec 
la réponse humorale via leur rôle de CPAg (Cellule Présentatrice de l’Antigène). Après 
activation, les LT CD4+ Th0 sont capables de se différencier sous l’influence de certaines 
cytokines (IL-6, IL-12, TGF-β) en quatre sous-populations distinctes dont le profil 
d’expression cytokinique est propre à chaque sous-population et leur confère des fonctions 
différentes. On distingue ainsi les Th1, les Th2, les Th17 qui possèdent un profil pro-
inflammatoire et les Treg qui agissent en tant qu’immuno-modulateurs de la réponse 
inflammatoire. Des interrogations subsistent encore quant à l’influence exacte d’une 
exposition aux rayonnements sur la polarisation des LT (Francois et al. 2013). Toutefois, il a 
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été montré que l’irradiation induit un déséquilibre de cette balance au profit d’une polarisation 
Th2 en phase aiguë (6h et 7 jours) et ce jusqu’à 26 semaines post exposition, dans des 
modèles d’irradiation abdominale et de rectite radique chez le rat en dose unique et 
fractionnée (Gremy et al. 2006; Gremy et al. 2008). Ces résultats ont été confirmés dans un 
modèle de souris déficientes en LT Th1 (souris T bet-/-). Dans ce modèle, la réduction du 
nombre cellules Th1 est associée avec une exacerbation de la réponse Th2, une  augmentation 
de l’expression du TGF-β1 ainsi qu’une réduction de l’expression de l’INF-γ (marqueur des 
Th1), à 15, 30 et jusqu’à 90 jours après une irradiation abdominale de 10 Gy. Au niveau 
histologique, ce profil Th2 est associé avec une augmentation du dépôt collagénique et de 
façon générale, une augmentation la radiosensibilité des animaux (Linard et al. 2012). 
Néanmoins, d’autres études s’avèrent nécessaires afin de déterminer de façon plus précise le 
rôle de ces différents acteurs cellulaires et préciser les liens entre la réponse immunitaire 
adaptative et l’évolution des dommages radio-induits. 
 
On estime aujourd’hui que la moitié des traitements anti-cancéreux concerne des 
tumeurs de la sphère abdomino-pelvienne et nécessite l’utilisation d’une radiothérapie. Le 
tube digestif est identifié comme un OAR dans le traitement de certaines tumeurs. En 
clinique, l’atteinte des tissus sains au niveau de la sphère digestive est caractérisée par des 
symptômes aigus et tardifs invalidants pour les patients regroupés sous le terme de « pelvic 
radiation disease ». Cette radiosensibilité accrue s’explique par l’organisation structurale et la 
composition cellulaire particulières de l’intestin. Des désaccords persistent à ce jour 
concernant la cinétique des évènements cellulaires précoces impliqués dans la réponse des 
tissus sains aux rayonnements. Toutefois, cette réponse apparait être multifactorielle, dans 
laquelle un ensemble d’évènements imbriqués les uns aux autres participent ensemble et de 
manière coordonnée dans l’initiation et l’évolution de la pathogenèse radio-induite. De plus, 
la composante inflammatoire constitue un environnement déterminant dans l’initiation de la 
réponse des tissus sains dont la durée d’activation influence directement le développement 
d’effets secondaires chroniques. Dans ce contexte, ce travail de thèse s’est concentré sur les 
dommages radio-induits au niveau du rectum et sur l’étude des changements phénotypiques 
des cellules endothéliales au cours du développement de la fibrose radique au niveau de cet 
organe. 
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Chapitre 3. La fibrose intestinale radio-induite  
 
Lors d’une agression physique ou chimique, l’organisme met en place une réponse 
globale et limitée dans le temps permettant d’une part de limiter les dommages tissulaires, et 
d’autre part d’enclencher des mécanismes particuliers assurant la cicatrisation des tissus. La 
fibrose tissulaire fait partie intégrante du processus de cicatrisation physiologique, mais sa 
chronicité explique son aspect pathologique. La fibrose est initiée par une activation accrue et 
auto-entretenue dans le temps de la réponse inflammatoire qui favorise la formation d’une 
zone cicatricielle riche en collagène, à l’origine de la déstructuration de l’architecture 
tissulaire. Ainsi, les propriétés mécaniques et fonctionnelles du tissu sont compromises au 
sein des zones fibreuses. Bien que l’étiologie des différentes fibroses soit variable, la plupart 
des affections fibrotiques présentent de nombreuses analogies quant aux mécanismes 
cellulaires et moléculaires mis en jeu. D’autre part, il apparaît que les mécanismes gouvernant 
l’inflammation diffèrent de ceux impliqués dans le maintien et la chronicité de la fibrose. 
Comme évoqué dans le précédent chapitre, la fibrose digestive est un devenir commun à de 
nombreux patients ayant reçu une radiothérapie abdomino-pelvienne. Les solutions 
thérapeutiques actuelles sont limitées sans possibilité de réversion de la fibrose. C’est dans ce 
contexte que s’inscrit ce travail de thèse qui tend à identifier de nouveaux mécanismes 
cellulaires et moléculaires participant ainsi au développement de nouvelles stratégies 
thérapeutiques. 
 
1. De la cicatrisation à la fibrose : un équilibre fragile 
 
On distingue schématiquement trois étapes tissulaires majeures participant au 
développement de la fibrose radio-induite : une phase d’initiation faisant suite aux dommages, 
une tentative de réparation tissulaire et l’activation chronique des mécanismes de 
cicatrisation. En réponse à l’irradiation, la phase d’initiation fait intervenir des acteurs 
cellulaires et moléculaires similaires à ceux impliqués dans le processus de cicatrisation 
physiologique. Les principales différences entre ces deux processus de cicatrisation 
concernent d’une part la répétabilité de l’agression (protocole fractionné), et d’autre par 
l’absence de résorption des mécanismes cicatriciels. Ainsi, le tissu sain irradié en début de 
traitement ne présentera pas le même aspect ni la même composition cellulaire qu’à la fin de 
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ce dernier. Le processus de cicatrisation radio-induit apparaît comme un phénomène 
pathologique chronique et auto-entretenu dans le temps, dans lequel les myofibroblastes 
jouent un rôle prépondérant. Il est à noter que la séquence d’évènements cellulaires et 
tissulaires aboutissant à la mise en place du processus fibrotique radio-induit est comparable à 
celle décrite dans d’autres pathologies telles que les maladies inflammatoires chroniques du 
tube digestif, à savoir la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique. 
 
a. La phase pré-fibreuse 
Cette phase est initiée par la mort radio-induite précoce au niveau des compartiments 
souches et progéniteurs des cryptes qui compromet le renouvellement de l’épithélium 
fonctionnel. Cette érosion de la barrière épithéliale favorise la translocation d’agents délétères 
(bactéries et toxines) de la lumière intestinale vers le tissu (Figure 9). Le compartiment 
endothélial joue également un rôle central dans la réponse tissulaire précoce aux 
rayonnements notamment en favorisant l’activation du système de coagulation et en 
orchestrant la mise en place de la réponse inflammatoire. L’irradiation peut induire l’apoptose 
de certaines cellules endothéliales et influencer indirectement l’état d’activation de 
l’endothélium vasculaire. La production importante de médiateurs cytotoxiques de type 
ROS/RNS (Reactive Nitrogen Species), et de facteurs pro-inflammatoires par les cellules 
endothéliales favorise l’inactivation de certaines protéines aux propriétés anticoagulantes 
telles que la thrombomoduline (TM). Ceci favorise l’acquisition d’un phénotype pro-
coagulant, anti-fibrinolytique et une perte de la thromborésistance de l’endothélium (Francois 
et al. 2013). De plus, l’activation endothéliale engendre une augmentation de la perméabilité 
vasculaire qui encourage la fuite de protéines plasmatiques (fibrine) et la formation d’un 
œdème sous muqueux (Francois et al. 2009). L’ensemble des médiateurs libérés contribue à la 
modulation de la composition cytokinique du microenvironnement tissulaire participant 
également à l’activation des cellules mésenchymateuses telles que les fibroblastes et les CML.  
 
b. La fibrose jeune 
La fibrose jeune correspond à la première étape du processus de réparation tissulaire. 
Elle est caractérisée par la formation du tissu de granulation qui correspond à une tentative de 
comblement de la zone lésée. Le tissu de granulation est richement vascularisé et 
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Lumière intestinale
majoritairement composé de MEC synthétisée par les fibroblastes activés (Figure 9). Les 
cryptes non-stérilisées s’activent et stimulent la prolifération épithéliale afin de rétablir un 
recouvrement muqueux, on parle de cryptes hyperplasiques. Avec la persistance du processus 
inflammatoire, l’œdème sous-muqueux se développe et les fibroblastes activés synthétisent de 
grandes quantités de MEC (Martin et al. 2000; Francois et al. 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9 : Etapes du développement de la fibrose digestive radio-induite (d’après François et al. 2009).  
 
c. Le développement de la fibrose établie 
La chronicité de l’inflammation et l’activation du tissu conjonctif et plus précisément 
du compartiment mésenchymateux, engendrent un emballement du processus de cicatrisation. 
Dans un contexte de cicatrisation physiologique, la régulation de l’expression des 
métalloprotéinases (MMPs), enzymes protéolytiques qui participent à la dégradation de la 
MEC, est assurée par des inhibiteurs spécifiques appelés les TIMPs (Tissue Inhibitor of 
MetalloProteinase). Il existe donc un équilibre dynamique de la balance synthèse/catabolisme 
de la MEC (Pardo et al. 2006). Or, dans le contexte de l’irradiation, la dérégulation de ces 
mécanismes entraîne une accumulation excessive de collagènes fibrillaires de type I et III et 
de fibronectine dans l’espace interstitiel (Rubin et al. 1995; Denham et al. 2002; Strup-Perrot 
et al. 2004). Au niveau tissulaire, la fibrose établie est caractérisée par la présence d’un tissu 
de cicatrisation dense, hypoxique et paucicellulaire. Le collagène en excès envahit l’ensemble 
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des compartiments, entraîne un épaississement pariétal responsable de la perte de souplesse 
du tissu, conduisant à la réduction de la lumière intestinale (Francois et al. 2009). 
 
2. Myofibroblaste et fibrose : un acteur cellulaire déterminant 
 
Le rôle crucial des myofibroblastes dans le remodelage et la cicatrisation tissulaire est 
aujourd’hui bien connu. En conditions physiologiques, ils participent au maintien de 
l’homéostasie tissulaire en exerçant des forces de contraction de la MEC. Au niveau de 
l’intestin, les myofibroblastes péri-cryptiques assurent le maintien du statut immature de la 
niche à la base des cryptes et contrôle la prolifération des CS. Lorsque le processus de 
cicatrisation est enclenché, l’activation des fibroblastes résidents du tissu constitue la 
principale source de myofibroblastes responsables de la synthèse de MEC. En conditions 
basales, les fibroblastes sont localisés au niveau du tissu conjonctif et assurent la synthèse 
continue et contrôlée de MEC composée de collagènes interstitiels, de protéoglycanes et de 
protéines non-collagéniques. La MEC possède un rôle essentiel de maintien de la structure 
tissulaire mais elle assure également le stockage de divers facteurs de croissance et de 
protéines sous forme de clusters permettant une activation cellulaire rapide (Principi et al. 
2013).  
L’activation des fibroblastes est orchestrée dans un intervalle de temps limité et 
restreinte au processus de cicatrisation tissulaire. En conditions basales, les cellules 
fibroblastiques présentent peu de fibres d’actine associées aux interactions cellule-cellule, aux 
contacts cellule-MEC et synthétisent peu de matrice. Après irradiation, la déstructuration de la 
MEC et la présence de divers stimuli engendrent des modifications mécaniques du 
microenvironnement (forces de cisaillements différentes), permettant l’activation des 
fibroblastes. En réponse, ces derniers acquièrent un phénotype contractile via l’expression de 
fibres de stress cytoplasmiques composées de β-actine et de myosine, caractéristiques du 
stade intermédiaire proto-myofibroblaste (Hinz et al. 2007; Van De Water et al. 2013). Les 
fibres de stress assurent ainsi une connexion stable entre le cytoplasme via les jonctions 
adhérentes N-cadhérine, et les protéines de la MEC au niveau des sites riches en intégrines. In 
vivo, ces associations cellules-MEC sont identifiées par le terme « fibronexus » et 
« supermature focal adhesion » (FAs) in vitro (Singer et al. 1984). 
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Figure 10 : Relation entre la matrice extracellulaire et l’activation myofibroblastique  
(d’après Kalluri et al. 2006) 
 
La forme activée ou myofibroblaste différencié, est caractérisée par la formation de 
fibres de stress composées d’alpha-smooth muscle actin (α-SMA) (Tomasek et al. 2002) 
(Figure 10). L’expression de cette protéine est à l’origine de l’importante capacité contractile 
des myofibroblastes. L’expression de l’α-SMA est régie par au moins trois évènements 
extracellulaires cruciaux : i) la surexpression de TGF-β1 dans le microenvironnement, ii) la 
présence de protéines de la MEC spécifiques de type intégrines/fibronectine et iii) un facteur 
de stress suffisamment élevé pour induire des perturbations de l’organisation de la MEC 
(Tomasek et al. 2002; Hinz et al. 2007). En comparaison avec les fibroblastes, les 
myofibroblastes présentent une augmentation de l’expression des collagènes de type I et III, 
de protéoglycanes, de fibronectine ainsi qu’une pléthore d’autres protéines et facteurs de 
croissance impliqués dans la régulation du cycle et du devenir cellulaire. Une fois la 
régénération tissulaire complète, la diminution d’expression du TGF-β1 entraine une 
réduction de l’activité des myofibroblastes qui seront éliminés par un processus d’apoptose 
massif. 
Il est aujourd’hui admis que les myofibroblastes possèdent des origines cellulaires 
différentes (Figure 11 B) (Rieder et al. 2008; Wynn 2008). En effet, les myofibroblastes 
peuvent provenir de l’activation et la différenciation des fibroblastes résidents du tissu, de la 
différenciation de divers types cellulaires tels que les cellules étoilées hépatiques activées, de 
la dédifférenciation des CMLs périvasculaires, du recrutement des fibrocytes provenant de la 
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moelle (forme circulante immature des fibroblastes). De même, l’épithélium constitue 
également un réservoir propice au pool myofibroblastique via la transition épithélium-
mésenchyme ou EMT (Hinz et al. 2007; Liu 2011). De façon intéressante, il a été montré que 
l’origine cellulaire des myofibroblastes est fonction de la nature du tissu. Par exemple, dans 
un contexte de fibrose pulmonaire les myofibroblastes sont essentiellement issus de 
l’activation des fibroblastes résidents du tissu alors qu’au niveau hépatique ces derniers 
proviennent de la différenciation des cellules étoilées. De même, la formation de plaques 
d’athérome est associée à la présence de myofibroblastes provenant de la dédifférenciation 
des CMLs (Hinz et al. 2007). Plus récemment, les travaux de Zeisberg et al ont permis 
d’identifier l’endothélium comme une nouvelle source contribuant au pool de myofibroblastes 
dans des contextes de fibrose cardiaque et de rétinopathie diabétique, via le processus de 
transition endothélium-mésenchyme ou EndoMT (Zeisberg et al. 2007b; Abu El-Asrar et al. 
2015). Ce dernier processus fait l’objet de ce travail de thèse et sera présenté dans le chapitre 
5 de ce manuscrit.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 11 : Les myofibroblastes dans la fibrose : (A) Relation entre la durée des dommages et la réversibilité 
de la fibrose. (B) Différentes sources cellulaires de myofibroblastes impliqués dans la fibrose (d’après Liu 
2011). 
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3. Principaux acteurs moléculaires de la fibrose 
 
Parmi les principales cytokines fibrogéniques impliquées de façon précoce dans les 
maladies fibroprolifératives, la présence de TGF-β1 dans le microenvironnement stimule la 
synthèse de collagènes par les fibroblastes et des CMLs activées (Principi et al. 2013). In vivo, 
la surexpression du TGF-β1 a été observée dans de nombreux modèles expérimentaux de 
fibrose radio-induite aussi bien au niveau de la peau, de l’intestin, de la vessie ou encore des 
reins. L’utilisation d’un modèle d’entérite radique chez le rat a pu montrer que l’irradiation 
(dose unique de 21 Gy) induit une augmentation de l’expression du TGF-β1 par les cellules 
inflammatoires et les cellules fibroblastiques 24 heures jusqu’à 26 semaines après l’exposition 
(Hauer-Jensen et al. 1998; Wang et al. 1998b). L’étude de l’expression des trois isoformes du 
TGF-β, à savoir le TGF-β1, TGF-β2 et le TGF-β3 a permis de confirmer l’expression accrue 
du TGF-β1 par les cellules épithéliales, endothéliales microvasculaires, les fibroblastes et les 
CMLs avec un pic 2 semaines post-irradiation (Wang et al. 1998b). Ces résultats ont été 
corroborés dans un modèle d’irradiation abdominale chez la souris où une augmentation de 
l’expression du TGF-β1 a été observée pour des doses de 12,5 et 13,5 Gy. Cette augmentation 
s’avère dose-dépendante et est associée à l’augmentation d’autres cytokines telles que le 
TNF-α et l’IL-6 au niveau des sites lésés (18 à 25 semaines après irradiation) (Okunieff et al. 
2005). Ces précédentes observations ont pu être transposées en clinique via l’étude de 
l’expression du TGF-β chez des patients atteints d’entérite radique. Les résultats obtenus ont 
permis de mettre en évidence l’existence d’une augmentation de l’immunoréactivité de cette 
protéine par les myofibroblastes et au niveau de la matrice, des vaisseaux de la lamina propria 
et de la sous-muqueuse dans les tissus irradiés (Vozenin-Brotons et al. 2003). Enfin, la 
surexpression de TGF-β1 a de même été observée dans d’autres pathologies inflammatoires 
du tube digestif notamment chez des patients atteints de maladie de Crohn (di Mola et al. 
1999). Ces résultats soulignent donc l’implication majeure du TGF-β1 au cours des processus 
inflammatoire et fibreux suggérant l’existence de similitudes au regard des mécanismes 
cellulaires et moléculaires chez les patients atteints de maladie de Crohn et d’entérite radique. 
D’autres cytokines, chimiokines et facteurs de croissance sont également incriminés 
dans des pathologies d’ordre fibrotique. Par exemple, l’extravasation de protéines 
plasmatiques génère la formation d’une matrice provisoire riche en facteurs de croissance 
dont le PDGF, un chimioattractant des cellules mésenchymateuses, qui favorise le 
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recrutement des fibroblastes au niveau du tissu de granulation (Van De Water et al. 2013). Le 
CTGF (Connective Tissue Growth Factor), le TGIF1 (TGF-β/Smad repressor TG-Interacting 
Factor 1), le TGF-β2, le TNF-α, l’IL-6, l’IGF-1 (Insulin Growth Factor-1) ou encore l’IL-1β 
sont d’autres médiateurs clefs dans l’installation de la pathologie fibrotique (Vozenin-Brotons 
et al. 2004). Les travaux de Richter et al ont également montré une corrélation entre 
l’augmentation de l’expression du TGF-β et celle du CTMC (Connective Tissue Mast Cell) à 
2 et 26 semaines après irradiation, dans un modèle d’entérite radique chez le rat (Richter et al. 
1997b). Il est à noter que la chronicité de l’agression assure la stabilité de la synthèse de ces 
acteurs facteurs pro-fibrotiques dans le temps, présence chronique qui est directement corrélée 
avec l’irréversibilité de la fibrose (Figure 11 A).  
 
a. Le TGF-β1 dans l’initiation de la fibrose 
Le TGF-β1 est une cytokine multifonctionnelle impliquée dans la régulation de 
plusieurs voies de signalisation et possède de ce fait une pléthore de fonctions biologiques. 
Tout d’abord, il est identifié comme un inhibiteur majeur de la prolifération cellulaire en 
bloquant la transition de la phase G1 à S, et il peut également induire l’apoptose dans 
plusieurs types cellulaires. Une de ses principales fonctions concerne son rôle 
d’immunosuppresseur puissant. En effet, le TGF-β1 peut inhiber l’hématopoïèse et la 
prolifération des lymphocytes T par exemple. Cependant, de par ses fonctions pléiotropiques, 
il possède une action plus ambiguë dans un contexte inflammatoire, en ayant à la fois une 
action pro et anti-inflammatoire, en fonction du microenvironnement. L’augmentation de 
l’immunoréactivité du TGF-β1 a surtout été observée pour des temps précoces après 
irradiation (de 24h à 2 semaines dans un modèle d’entérite radique chez le rat) (Hauer-Jensen 
et al. 1998; Haydont et al. 2008). Ainsi, il est admis que le TGF-β1 possèderait dans un 
premier temps une action pro-inflammatoire et assurerait le recrutement des cellules 
immunitaires par chimiotactisme (Principi et al. 2013). Dans les étapes ultérieures, il 
exercerait une action anti-inflammatoire sur les cellules activées. Enfin le TGF-β1 joue un 
rôle majeur dans l’homéostasie tissulaire en régulant la synthèse de MEC via l’activation des 
fibroblastes (Figure 12) (Martin et al. 2000; Vaughan et al. 2000). 
 
 
Chapitre 3. La fibrose intestinale radio-induite 
59 
 
Immunosuppresseur
Inhibition de l’hématopoïèse
Arrêt cycle cellulaire phase G1-S
Apoptose
Pro-inflammatoire
Pro-inflammatoire via activation 
des GN 
des macrophages
des cellules endothéliales
Anti-inflammatoire
Homéostasie tissulaire
Synthèse de MEC:
Collagènes fibrillaires I et III
Fibronectine
Différenciation myofibroblastique:
Synthèse α-SMA
Inhibition de la dégradation de la MEC:
Activation des TIMP
Inhibition des MMP
TGF-β
Prolifération cellulaire
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 12 : Les principales fonctions du TGF-β. 
 
Le TGF-β1 est un homodimère de 25 kDa sécrété de manière ubiquitaire sous la forme 
d’un complexe de haut poids moléculaire, biologiquement inactif appelé LLC (Large Latent 
Complex). Ce complexe est formé du TGF-β1 associé à un peptide LAP (Latency-Associated 
Peptide) et d’une protéine LTBP-1 (Latent TGF-β1-Binding Protein) (Speca et al. 2012). 
Cette dernière protéine est capable de se lier aux protéines matricielles telles que la 
fibronectine et la vitronectine, et constitue ainsi une réserve de LLC disponible et ancrée à la 
surface de la MEC. Le TGF-β1 peut être dissocié du complexe LLC de plusieurs manières. 
L’action d’enzymes impliquées dans le processus de cicatrisation (MMP-9 par exemple) 
assure son activation par protéolyse de la séquence peptidique entre le LAP et le LTBP-1. 
L’action des sérines protéases telle que la plasmine permet de même son activation. De plus, 
l’interaction entre le LLC et la thrombospondine-1 (TSP-1) favorise également la dissociation 
du LLC et l’activation du TGF-β1 (Akhurst et al. 2012) 
La voie de transduction du signal TGF-β est aujourd’hui bien décrite (voie 
canonique). La fixation d’un ligand sur son récepteur induit la formation d’un complexe 
hétéromérique par phosphorylation du récepteur TβR-I par le récepteur TβR-II (Figure 13). Il 
existe sept types de récepteurs I appelés ALK (Activin receptor-Like Kinases 1 à 7), et cinq 
récepteurs de type II : Activin Receptors (ActR) type IIA et IIB, BMP type II receptor, AMH 
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Figure 13 : Vue d’ensemble de la voie canonique SMAD-dépendante du TGF-ɴϭ;ăŐĂƵĐŚĞͿ͕ĞƚĚĞůĂǀŽŝĞ
Rho/ROCK (à droite), impliquées dans l’initiation et le maintien de la fibrose. 
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Il existe en parallèle une autre voie de signalisation induite par le TGF-β, indépendante 
de l’activation des Smads, impliquée dans la différenciation fibroblastique. On parle de la 
voie TGF-β non-canonique (Figure 13). Cette voie fait intervenir les protéines de la famille 
des RhoGTPases (RhoA, B, C, Rac-1 et cdc 42). Les petites GTPases ont une pléthore de 
fonctions biologiques et sont impliquées dans le contrôle de l’adhésion cellulaire, la formation 
des fibres de stress via la conversion de la G-actine globulaire en filaments de F-actine, et 
dans l’initiation de l’assemblage de la machinerie contractile d’actomyosine (Riches et al. 
2015). La modulation de ces fonctions dépend essentiellement de l’état d’activation des 
effecteurs présents en aval de la cascade appelés les protéines kinases ROCK-1 et -2 (Rho-
associated Coiled-coil-containing protein Kinase). Concernant les gènes cibles de cette voie, il 
a notamment été décrit que la translocation nucléaire du facteur MRTFs (Myocardin-Related 
Transcripton Factor) activé par les ROCKs induit l’expression de l’α-SMA, de PAI-1 et de 
gènes anti-apoptotiques tels que Bcl-2 (B cell lymphoma-2) et XIAP (X-linked Inhibitor of 
APoptosis. Il a de plus été montré que l’expression du CTFG était principalement dépendante 
de cette voie. Chez l’homme, l’augmentation de l’immunoréactivité tissulaire du TGF-β1 est 
associée à l’activation par phosphorylation de la Smad-2/3, principalement observée au 
niveau de l’endothélium vasculaire. Ces résultats ont été corrélés in vitro par l’observation 
d’une translocation des Smad-3 et 4 au noyau chez des CMLVs exposées à des cellules 
endothéliales irradiées (Milliat et al. 2006). Bien que la présence de TGF-β1 fasse partie des 
signaux clefs dans l’activation des myofibroblastes, elle n’est pas suffisante pour induire la 
différenciation myofibroblastique et nécessite donc la présence d’autres facteurs 
environnementaux (Van De Water et al. 2013).   
 
b. Rôle du CTGF dans le maintien de la fibrose 
Le CTGF ou CCN2, est identifié comme une cible transcriptionnelle majeure du TGF-
β1. Il s’agit d’un peptide de 38 kDa riche en cystéine synthétisé par les fibroblastes et les 
cellules endothéliales activés. Le CTGF est connu pour être un agent autocrine favorisant 
l’expression des gènes codant pour l’intégrine α5, le collagène de type I et la fibronectine. 
Son rôle potentiel dans le maintien de la fibrose radio-induite a été évoqué suite à la mise en 
évidence d’une surexpression du CTGF dans les tissus radiques digestifs. Des études 
immunohistochimiques ont pu révéler que cette surexpression de CTGF était corrélée à la fois 
avec l’expression du TGF-β1 et avec le dépôt collagénique dans des tissus lésés au niveau du 
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tissu conjonctif et de l’endothélium vasculaire (Vozenin-Brotons et al. 2003). D’un point de 
vue moléculaire, deux voies de signalisation ont été identifiées dans la régulation de 
l’expression du CTGF. Il a notamment été montré que la surexpression du CTGF induite par 
le TGF-β1 passe principalement par la voie des SMAD dans les CMLs saines alors qu’elle est 
initiée par la voie Rho/ROCK dans les CMLs provenant de patients atteints d’entérite radique 
(Haydont et al. 2005). Ces mêmes auteurs ont également mis en évidence que le TGF-β1 est 
impliqué dans la phase d’initiation de la fibrose via l’activation de la voie SMAD et que le 
maintien de ce phénotype profibrotique est assuré par l’expression du CTGF via l’activation 
de la voie Rho/ROCK dans la phase chronique (Haydont et al. 2008). L’activation différée de 
ces deux voies de signalisation soulève de nouvelles hypothèses quant au basculement du 
processus de cicatrisation vers un processus fibrotique.  
 
c. Le TGIF1  
Ces dernières années, le TGIF1 (TG-Interacting Factor 1) a été identifié comme étant 
un acteur stratégique dans la régulation de la voie du TGF-β1. Cette voie de signalisation est 
en effet hautement régulée par l’action des Smads inhibitrices (I-Smads : Smad-6 et -7) mais 
également via l’expression de co-répresseurs tels que le TGIF1, c-Ski et SnoN. Le TGIF1 agit 
comme un inhibiteur compétitif en se fixant sur Smad-2 et inhibe la transcription des gènes 
cibles de la voie canonique du TGF-β. L’importance de la régulation de la voie TGF-β1 a 
notamment été soulignée dans un modèle de néphropathie obstructive chez la souris où les 
auteurs ont pu mettre en évidence que l’augmentation de la dégradation de la protéine Smad7 
endogène était associée avec le développement d’une fibrose rénale dans ce modèle 
(Fukasawa et al. 2004). Le rôle potentiel du TGIF1 dans la fibrose a été souligné après avoir 
observé une augmentation de son immunoréactivité sur des tissus colorectaux de patients 
souffrant de rectite radique (Hneino et al. 2012a; Hneino et al. 2012b). L’utilisation d’un 
modèle transgénique déficient pour le TGIF1 (souris TGIF1-/-) a permis de montrer que la 
perte d’expression de ce facteur est associée avec une sensibilisation des animaux à 
l’irradiation (Hneino et al. 2012b). In vitro, l’inhibition de l’expression du TGIF dans les 
HUVECs est associée avec une diminution de la sécrétion de molécules pro-inflammatoires 
telles qu’IL-6, IL-8, CXCL1, MIP-2 (Macrophage Inflammatory Protein-2 ou CXCL2). Ces 
résultats confirment l’implication du TGIF1 dans l’évolution de la pathologie fibrotique.  
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d. Autre acteur de la fibrose: l’endothéline-1 
L’endothéline-1 (ET-1) est connue pour être le peptide vasoconstricteur le plus 
puissant de l’organisme. Ce peptide possède également des propriétés mitogéniques. L’ET-1 
est l’isoforme majoritaire et est principalement produite par l’endothélium vasculaire de 
manière constitutive. Sa synthèse n’est cependant pas restreinte aux cellules endothéliales et 
sa production est aussi observée par les CMLVs, par les cellules épithéliales intestinales, les 
macrophages ou encore les mastocytes. L’action de l’ET-1 passe par sa fixation sur ses 
récepteurs : l’ETA exprimé à la surface des CMLVs et ETB retrouvé à la surface des cellules 
endothéliales. De manière intéressante, une augmentation du taux sérique de l’ET-1 a été 
observée chez des patients diabétiques associée au développement de fibrose cardiaque. Il a 
été montré que l’expression de l’ET-1 est nécessaire à l’acquisition d’un phénotype 
myofibroblastique par les fibroblastes en culture (Shi-wen et al. 2007). De fait, l’ET-1 est 
apparue comme un acteur potentiel du processus fibrotique. Cette hypothèse a par ailleurs été 
confirmée in vivo via l’utilisation d’un modèle de souris déficientes pour ce peptide 
spécifiquement dans le compartiment endothélial (souris ET-1flx-Tie2-Cre). Les résultats 
obtenus dans cette étude ont permis de montrer que la délétion de l’ET-1 est associée à une 
réduction du processus de transition endothélium-mésenchyme et une réduction globale de la 
fibrose cardiaque des animaux (Widyantoro et al. 2010). Enfin, d’autres travaux menés au 
laboratoire ont permis de relier le système des endothélines à l’irradiation et plus précisément, 
la présence d’un profil ETA dans des tissus de patients atteints de rectite radique. Cependant, 
l’inhibition pharmacologique des récepteurs aux endothélines n’a pas permis de réduire le 
développement de la fibrose radique dans un modèle préclinique de rectite radique chez le rat 
(Jullien et al. 2009). D’autres études s’avèrent nécessaires afin de mieux caractériser le rôle de 
l’ET-1 dans la réponse gastro-intestinale aux rayonnements. 
 
4. Modélisation de la fibrose radio-induite chez l’animal 
 
La difficulté d’accès, la rareté des tissus radiques humains et l’impossibilité de réaliser 
des études cinétiques à partir de ces tissus constituent les principales limites dans l’étude de la 
réponse des tissus sains aux rayonnements. Il était donc nécessaire de créer des modèles 
animaux capables de recréer des lésions radio-induites comparables à celles observées en 
clinique.  
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Le modèle d’irradiation corps entier a certainement été le plus utilisé jusqu’à ce jour 
dans l’étude des conséquences des rayonnements sur les dommages intestinaux. Bien que ce 
modèle ait permis de poser les bases de la compréhension des mécanismes cellulaires et 
moléculaires impliqués dans les phases précoces de la pathogenèse radique, il ne permet pas 
d’étudier les lésions radiques chroniques puisque les doses fibrosantes sont incompatibles 
avec la survie des animaux à long terme. C’est pourquoi, d’autres modèles ont été mis en 
place faisant appel à l’utilisation de méthodes d’irradiation plus précises et ciblées sur 
l’intestin. Ainsi, deux modèles d’irradiation sont aujourd’hui utilisés chez la souris et le rat : 
le modèle d’irradiation colorectale pour étudier la rectite radique ; le modèle de l’anse grêle 
extériorisée afin de modéliser l’entérite radique (Tableau 3). 
 
 Rat Souris 
Type d'effets Aigus Aigus/Tardifs Aigus Aigus/Tardifs 
Intestin grêle 10-18 Gy 21 Gy 8 Gy 19 Gy 
Côlon > 20 Gy 27 Gy > 20 Gy 27 Gy 
 
 
Tableau 3 : Modélisation des effets aigus et tardifs au niveau de l’intestin grêle et du côlon. 
 
a. Modèle d’irradiation colorectale 
En pratique, l’irradiation colorectale est effectuée par un simple positionnement de 
l’animal, à l’aide de repères anatomiques, au niveau d’un champ d’exposition délimité à la 
fenêtre d’irradiation, permettant ainsi l’irradiation ciblée de la région colorectale (Figure 14). 
Ce modèle est applicable chez la souris et le rat, et est facile à mettre en œuvre puisque il ne 
nécessite aucun acte chirurgical. De plus, le colorectum étant une partie fixe du tube digestif 
dans l’abdomen, cette configuration permet la réalisation d’irradiations itératives et donc, la 
comparaison entre les modèles d’irradiation en dose unique et fractionnée. Les travaux 
pionniers d’E. Travis ont permis une caractérisation histologique précise des dommages aigus 
et tardifs pour des doses comprises entre 15 et 35 Gy. Ces travaux ont notamment mis en 
évidence la perte sévère du compartiment épithélial pour des doses supérieures à 20 Gy en 
dose unique, et qu’au-delà de cette dose la dénudation des cryptes s’avère irréversible. De 
plus, la cinétique d’apparition des dommages radio-induits apparaît dose-dépendante dans ce 
modèle (Followill et al. 1993). D’autre part, ces mêmes auteurs ont pu confirmer que les 
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A B C 
dommages radio-induits étaient moindres lors de l’utilisation d’une irradiation fractionnée (2 
x 14,75 Gy) par rapport à une dose unique (doses supérieures à 20 Gy) (Followill et al. 1993; 
Followill et al. 1995).  
 
 
Figure 14 : Dispositif d’irradiation colorectale chez la souris : modélisation de la rectite radique. Source de 
cobalt 60, rayons γ (27 Gy, 0,73 Gy/min, ICO 4000). (A) Fenêtre d’irradiation de 0,75 cm x 1 cm. (B) 
Positionnement de l’animal anesthésié sous isoflurane sur une plaque en fonction de repères anatomiques. 
(C) Lésions histologiques obtenues 3 jours après une irradiation colorectale en dose unique (photo en bas) en 
comparaison avec un tissu contrôle. 
 
Le modèle utilisé au cours ce travail de thèse correspond au modèle d’irradiation 
colorectale en dose unique de 27 Gy chez la souris FVB/N. Au niveau histologique, ce 
modèle est caractérisé par le développement de dommages tissulaires précoces, observés dès 3 
jours avec une persistance jusqu’à 14 semaines après l’exposition, temps pour lequel une 
fibrose est observée. La structure du côlon chez la souris est similaire à celle décrite 
précédemment chez l’homme, à savoir la présence d’une succession de cryptes reposant sur 
une lame basale et une sous muqueuse. Parmi les premiers dommages tissulaires observés, la 
dénudation des cryptes opère dès les premiers jours après l’exposition et est associée à une 
désorganisation de l’architecture de la muqueuse (Figure 14 B). Par la suite, la mise en place de 
la réponse inflammatoire est initiée via le recrutement des macrophages, des granulocytes 
neutrophiles et des lymphocytes. Ces derniers sont par ailleurs retrouvés 14 jours après 
l’exposition, temps correspondant au pic inflammatoire dans ce modèle d’irradiation (Figure 
14 C). Quelques reprises glandulaires peuvent être observées même si la structure reste 
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Figure 15 : Modélisation de la fibrose colorectale radio-induite chez la souris. Coloration Hémalun Eosine 
Saffran (HES) coupes de rectum de souris Tie2-GFP contrôle (A), 3 jours (B), 14 jours (C) et 3 mois (D) après 
une exposition à une dose unique de 27 Gy. 
 
b. Irradiation localisée de l’intestin grêle : modèle de l’anse extériorisée 
&HPRGqOHG¶HQWpULWHUDGLTXHHVWDXVVLELHQXWLOLVpFKH]ODVRXULVTXHFKH]OHUDW5XELR
HW DO  =KHQJ HW DO  &RQWUDLUHPHQW DX F{ORQ O¶LQWHVWLQ JUrOH FRQVWLWXH OD SDUWLH
PRELOHGXWXEHGLJHVWLIGDQVO¶DEGRPHQHWQHSHUPHWGRQFSDVO¶LUUDGLDWLRQG¶XQHVHXOH DQVH
jIRUWHGRVHQpFHVVDLUHDXGpYHORSSHPHQWGHODILEURVH/¶LUUDGLDWLRQORFDOLVpHQpFHVVLWHGRQF
GDQV FH FDV O¶LVRODWLRQ SDU FKLUXUJLH GH OD ]RQH j WUDLWHU &HWWH pWDSH GpEXWH SDU XQH
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C D 
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laparotomie abdominale, puis une extériorisation de l’anse intestinale qui est placée dans le 
champ d’irradiation (dose unique de 19 Gy) (Zheng et al. 2000). Le corps de l’animal est tenu 
hors du champ d’irradiation par une plaque de plexiglas (Figure 16). Lorsque l’irradiation est 
complète, l’anse intestinale est replacée dans la cavité abdominale et l’animal est ensuite 
suturé. Ce modèle est couramment utilisé au laboratoire et a notamment été la base de l’étude 
du rôle de la protéine PAI-1 dans le développement de l’entérite radique (Abderrahmani et al. 
2009; Rannou et al. 2015). 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Figure 16 : Modélisation de l’entérite radique chez la souris : irradiation localisée d’une anse d’intestin grêle. 
 
La principale limite de ce modèle concerne l’impossibilité de délivrer des doses en 
fractionnées. De ce fait, un modèle de scrotalisation a été mis en place chez le rat dans les 
années 1980 pour étudier l’effet du fractionnement sur l’intestin grêle. Dans ce modèle, une 
anse d’intestin grêle (iléon distal) est transposée dans le scrotum après castration bilatérale 
chez le rat (Hauer Jensen et al. 1983; Hauer-Jensen et al. 1998). Ainsi, l’irradiation localisée 
et fractionnée est rendue possible en irradiant uniquement le segment présent dans le scrotum 
sans toucher d’autres structures vitales. Les travaux de M. Hauer-Jensen ont été les premiers à 
étudier les conséquences d’une irradiation fractionnée sur l’intestin grêle (dose totale de 56 
Gy) (Hauer-Jensen et al. 1988). Leurs travaux ont aussi permis de caractériser les lésions 
aiguës (2 semaines) et tardives (26 semaines) dans un modèle d’irradiation en dose unique de 
12 et 21 Gy (Hauer-Jensen et al. 1998). De façon globale, ces premiers travaux ont participé à 
améliorer les connaissances sur les conséquences de l’irradiation fractionnée/dose unique au 
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niveau de l’intestin grêle. La principale limite du modèle de scrotalisation est qu’il n’est 
techniquement pas applicable à la souris (taille trop petite) qui est le modèle de prédilection 
utilisé pour la transgénèse. 
 
5. Recherche sur les thérapeutiques anti-fibrosantes : quelles cibles privilégier ? 
 
La question autour d’une possible réversion de la fibrose alimente encore aujourd’hui 
de nombreux débats au sein de la communauté scientifique. Par ailleurs, il est important de 
souligner que le processus de cicatrisation reste nécessaire et bénéfique lorsqu’il est contrôlé 
et limité dans le temps. Il reste aujourd’hui à identifier les mécanismes précis intervenant dans 
le maintien de l’activation cellulaire qui pourraient être utilisés chez les patients afin de 
stopper la synthèse de MEC de manière durable. En clinique, de nombreuses molécules sont 
actuellement testées avec l’obtention de résultats encourageants chez les patients. Il serait 
cependant fastidieux d’énumérer toutes les possibilités thérapeutiques appliquées, c’est 
pourquoi seuls les principaux exemples de voies/cibles seront présentés par la suite. 
 
a. Limiter le dépôt de matrice extracellulaire 
 Inhibition de la voie TGF-β 
Les antioxydants : Les travaux de S. Delanian menés depuis les années 1990 ont été novateurs 
dans ce domaine et ont pu démontrer les effets bénéfiques des antioxydants vis-à-vis de la 
fibrose radio-induite aussi bien in vitro que chez l’homme. Les résultats obtenus dans ces 
études ont entre autres permis de montrer l’existence d’une déficience endogène de l’enzyme 
anti-oxydante MnSOD (Manganese-dependant SuperOxide Dismutase) dans des fibroblastes 
isolés à partir de biopsies cutanées de patients atteints de fibrose cutanée radio-induite. En 
revanche, le traitement de ces cellules par une SOD Cu/Zn exogène, la forme liposomale 
(LipoSOD), permet de compenser et de stimuler l’activité de la MnSOD endogène et est 
associée avec la diminution de l’expression des acteurs pro-fibrogéniques à savoir, le TGF-β1 
et les TIMPs (Delanian et al. 2001). Des résultats similaires ont été obtenus chez l’homme où 
l’administration de LipoSOD favorise la réduction de la fibrose cutanée chez certains patients 
(Delanian et al. 1994). Toutefois, cette étude a été menée sur un faible nombre de patients et 
ce traitement s’avère bénéfique seulement pour les patients traités par une radiothérapie seule. 
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Par la suite d’autres molécules antioxydantes ont été étudiées telles que la 
Pentoxyfyline (un inhibiteur non spécifique des phosphodiestérases) et la vitamine E. 
L’administration concomitante de ces deux molécules a révélé une atténuation du phénotype 
fibrotique des CMLs primaires provenant de tissus radiques (Hamama et al. 2012). Cet effet 
passe entre autres par la réduction de la production de ROS et l’inhibition de l’expression du 
TGF-β1. L’utilisation de ce traitement en clinique a montré des résultats bénéfiques avec une 
réduction significative de la fibrose superficielle de la peau en 6 mois chez 24 patientes 
traitées pour un cancer du sein (Delanian et al. 2003). Des résultats similaires ont été observés 
chez des patients atteints de rectite radique, où une réduction du grade de la pathologie a été 
observée chez 71% des patients ayant reçu ce traitement (Hille et al. 2005). L’efficacité de ces 
traitements s’avère toutefois relative et certains patients ne répondent pas à l’utilisation de ces 
molécules. Ceci peut s’expliquer par la présence de facteurs stochastiques et du stade 
d’avancement de la fibrose. 
Inhibition spécifique de la voie des Smads : La voie des Smads étant la principale cible du 
TGF-β1, la génération de modèles animaux déficients pour cette protéine a permis de montrer 
un rôle bénéfique de l’inhibition de ces effecteurs (Zanninelli et al. 2006). Les résultats 
obtenus ont montré que la perte de l’expression de Smad3 est associée avec la diminution du 
dépôt de collagène de type I et de la fibronectine dans des modèles de fibrose pulmonaire 
induite par la bléomycine (Zhao et al. 2002), et de fibrose cutanée radio-induite (Flanders et 
al. 2002; Flanders et al. 2008). Des inhibiteurs spécifiques de Smad3 (SIS3) ont également été 
développés et agissent en bloquant la phosphorylation de Smad3 induite par le TGF-β1. In 
vitro, l’ajout de cette molécule bloque l’activation des fibroblastes et diminue la synthèse de 
MEC par ces derniers (Rosenbloom et al. 2013). Chez l’homme, l’effet bénéfique de la 
Pentoxyfyline est corrélé avec une inhibition de la cascade des Smad2/3/4 et de la fibrose, 
soulignant l’intérêt de l’inhibition spécifique de la voie canonique du TGF-β (Tampe et al. 
2014).  
Les anticorps monoclonaux et protéines recombinantes : L’utilisation d’anticorps 
monoclonaux s’avère également encourageante. Actuellement, les ciblages du TGF-β et du 
CTGF sont respectivement en cours d’essais cliniques de phase I et II aux Etats-Unis chez des 
patients atteints de fibrose rénale. Concernant le TGF-β, deux types d’anticorps ont été 
développés et sont actuellement testés en clinique, le Métélimumab, qui inhibe l’activité du 
TGF-β1 et du TGF-β2, et le Frésolimumab qui bloque l’activité du TGF-β1 (Tampe et al. 
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2014). Toujours dans le but de bloquer l’action du TGF-β, d’autres anticorps ont été créés 
(STX-100) pour cibler de façon spécifique l’intégrine α5β6 et ainsi prévenir l’activation du 
complexe TGF-β latent (Akhurst et al. 2012; Rosenbloom et al. 2013). Enfin, Zheng et al ont 
mis au point une protéine de fusion composée de la partie soluble du TβR-II fusionnée au 
fragment Fc d’origine murine (TβR-II : Fc). Ces auteurs ont pu montrer que l’administration 
préventive du TβR-II : Fc (2 jours avant) et post-irradiation (6 semaines) favorise la 
diminution des atypies épithéliales, permet de restaurer/préserver l’intégrité de la muqueuse 
digestive (augmentation de la surface muqueuse) et est associée avec une réduction globale de 
la fibrose dans un modèle d’entérite radique chez la souris (Zheng et al. 2000). 
Utilisation d’agents pharmacologiques: En clinique, la première drogue antifibrosante 
approuvée en Europe est le Pirfenidone. L’effet de cette molécule passe par un effet anti-
oxydant ainsi qu’une régulation de l’expression génique de multiple cytokines telles que le 
TGF-β1, le PDGF, le TNF-α ou encore le bFGF. Son utilisation chez des patients atteints de 
fibrose pulmonaire idiopathique a permis l’obtention de résultats encourageants. Une 
amélioration de la fonction pulmonaire et de façon générale, l’augmentation la survie de ces 
patients ont été observées (Akhurst et al. 2012). De même, lors d’une étude pilote réalisée 
chez des patients atteints de fibrose cutanée radio-induite, son utilisation est associée avec une 
amélioration modeste de l’état général des patients (Simone et al. 2007). Bien que ces 
résultats soient encourageants, ils restent mitigés en fonction des patients et d’autres études 
doivent être effectuées sur de plus grandes cohortes afin de valider ces observations. 
 
 Ciblage de la voie TGF-β non-canonique Rho/ROCK  
Le ciblage de cette voie moléculaire constitue une approche thérapeutique intéressante 
de par son implication majeure dans le développement de la fibrose via le CTGF. En effet, il a 
été mis en évidence que les GTPases de la famille Rho/ROCK sont surexprimées dans des 
CMLs isolées à partir de tissus de patients atteints d’entérite radique (Bourgier et al. 2005). 
De plus, une inhibition spécifique des protéines ROCK permet de reverser le phénotype 
fibrotique des CMLs. Cette réversion est associée avec la diminution significative de 
l’expression de gènes associés à la fibrose. D’un point de vue mécanistique, la diminution de 
l’expression des protéines Rho entrainerait la déstructuration du réseau d’actine et la 
diminution de l’expression du CTGF et donc in fine, de la synthèse du collagène I. D’autres 
études in vivo ont pu confirmer l’importance de cette voie Rho-ROCK-MRFT dans un modèle 
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de fibrose pulmonaire. L’administration d’un inhibiteur des ROCK et la création d’un modèle 
de souris déficientes pour le gène Mrft sont associées avec une réduction de la fibrose 
pulmonaire idiopathique (Riches et al. 2015). Bien que ces résultats soient en faveur d’une 
inhibition du phénotype fibrotique, la limite d’une thérapie via des inhibiteurs des ROCK 
concerne d’une part la spécificité de l’inhibition, et d’autre part leurs fonctions multiples au 
sein de la cellule dont la perte pourrait engendrer des effets secondaires importants (Van De 
Water et al. 2013). 
 Le BMP-7 : réversion de la fibrose 
Le BMP-7 (Bone Morphongenic Protein-7) ou OP-1 (Osteogenic Protein-1) appartient 
à la superfamille du TGF-β. Il s’agit d’une cytokine multifonctionnelle qui a été d’abord 
identifiée dans la formation ectopique du cartilage et de l’os in vivo, puis dans la formation 
des reins au cours de l’embryogenèse chez les mammifères (Swencki-Underwood et al. 2008). 
Son rôle anti-fibrotique a été démontré dans un premier temps dans des modèles in vitro et in 
vivo de fibroses rénales aiguës et chroniques. Par la suite, des études mécanistiques ont révélé 
que le BMP-7 était capable de reverser le phénotype fibrotique via l’inhibition du processus 
d’EMT et l’induction du processus de transition mésenchyme-épithéliale (TEM) (Zeisberg et 
al. 2005). In vivo, l’administration de BMP-7 recombinante humaine (rhBMP-7) est associée 
avec une diminution de la synthèse de collagène de type I et de fibronectine chez un modèle 
murin de fibrose cardiaque. D’après les résultats de cette étude, cet effet passe par une 
inhibition du processus d’EndoMT induit par le TGF-β1 (Zeisberg et al. 2007b). De plus, des 
résultats similaires ont été obtenus dans un modèle de fibrose intestinale induite par le TNBS 
(2, 4, 6-TriNitroBenzene Sulfonic acid) chez la souris, où l’administration de rhBMP-7 réduit 
de manière significative le dépôt de collagènes dans les tissus par inhibition de l’EMT (Flier 
et al. 2010).  
Bien que le BMP-7 soit déjà utilisé en clinique dans un contexte de cicatrisation 
osseuse (Kanakaris et al. 2008), son utilisation systémique dans le cas de fibrose s’avère peu 
confortable au vue de la quantité nécessaire au traitement et à la limite dans la quantité 
pouvant être produite. C’est pourquoi d’autres molécules (THR-184) possédant des 
caractéristiques biologiques et biochimiques analogues ont été développées et sont 
actuellement testées en essais cliniques de phase II aux Etats-Unis dans un contexte de fibrose 
rénale (Swencki-Underwood et al. 2008; Tampe et al. 2014). 
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Figure 17 : Exemples de stratégies thérapeutiques pour réduire les dommages radio-induits aux tissus sains 
(adapté à partir de Tampe et al. 2014). 
 
b. Autre stratégie : cibler les mécanismes cellulaires précoces  
Bien que la plupart des stratégies thérapeutiques actuelles visent en premier lieu à 
reverser le processus fibrotique (Figure 17), d’autres hypothèses permettent d’envisager des 
approches thérapeutiques différentes. En ce sens, la notion d’effet conséquentiel alimente 
depuis les années 80 le débat quant à l’existence d’un lien de causalité direct entre la sévérité 
de l’atteinte aiguë et le développement de séquelles tardives (Peters et al. 1988; Dorr et al. 
2001). Différentes études par méta-analyses ont pu soutenir cette hypothèse à partir de 
données cliniques. Wang et al ont montré l’existence d’une corrélation entre la sévérité des 
lésions tardives et celle des atteintes aiguës chez des patientes ayant été traitées pour 
carcinome cervical (Wang et al. 1998a). De même, des patients présentant des lésions aiguës 
sévères du rectum, suite à un traitement pour tumeur prostatique, auraient un risque de 40% 
de développer des rectites radiques chroniques à 4 ans, contre 16% pour les patients avec des 
lésions aiguës faibles ou modérées (Heemsbergen et al. 2006). Jereczek-Fossa et al ont quant 
à eux mis en évidence l’apparition de lésions rectales tardives chez 52% des patientes 
présentant d’importants dommages aigus suite à une radiothérapie pour un cancer de 
l’endomètre, contre seulement 21% des patientes n’ayant pas eu de toxicité aiguë (Jereczek-
Fossa et al. 2002). Malgré ces observations, l’existence de cet effet conséquentiel reste à être 
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démontrée de façon formelle chez l’homme. Une modulation de la réponse précoce 
permettrait donc, d’après ce concept, de diminuer les atteintes tardives.  
C’est dans cette volonté que certaines stratégies s’orientent vers le ciblage de 
mécanismes précoces qui pourrait permettre de limiter l’évolution de la pathologie vers la 
fibrose. Comme explicité précédemment, la mort du compartiment souche à la base des 
cryptes et la perte de l’intégrité de la barrière intestinale font partie des évènements précoces 
observés après irradiation. La protection de ce compartiment constitue donc une approche 
attrayante pour limiter les dommages radio-induits précoces et in fine, réduire le processus 
fibrotique. De même, l’activation et la mort apoptotique des cellules endothéliales jouent un 
rôle primordial dans l’initiation et le développement de la fibrose digestive radio-induite. 
C’est pourquoi la préservation de l’intégrité du réseau vasculaire constitue également une 
approche d’intérêt dans la prévention de la formation d’un microenvironnement hostile 
généralement observé après irradiation (Figure 17).  
Protection de la muqueuse digestive : L’utilisation de Glucagon-Like Peptide-2 (GLP-2, un 
peptide intestinotrophique), a révélé un potentiel thérapeutique encourageant dans un contexte 
d’entérite radique chez le rat. De manière intéressante, les administrations préventive et 
curative de GLP-2 aux animaux favorisent la réduction de l’ulcération muqueuse et réduisent 
la sévérité de l’entérite radique aussi bien pour les dommages aigus (2 semaines après une 
exposition à 16, 5 Gy) que chroniques (15 semaines après une exposition à 19 Gy)  (Torres et 
al. 2007). Plus récemment, Kantara et al ont quant eux démontré le rôle bénéfique d’un autre 
peptide, le TP508 ou Chrysalin, vis-à-vis du SGI chez la souris. Ces auteurs ont pu montrer 
qu’une seule injection curative de TP508 était capable de prévenir la dissociation précoce des 
cryptes intestinales et coliques via une surexpression de la E-cadhérine, et une stimulation de 
la prolifération des cellules souches 24h et jusqu’à 9 jours post-irradiation. La préservation de 
l’intégrité de la muqueuse générée par le TP508 permet également une augmentation de la 
survie de 30,8% des animaux (Kantara et al. 2015).  
Protection de l’endothélium vasculaire : Le bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) est un 
facteur de croissance exprimé de manière ubiquitaire au niveau des membranes basales des 
vaisseaux sanguins de taille intermédiaire et de grand diamètre. Il est en revanche peu détecté 
dans les capillaires ce qui pourrait expliquer en partie la radiosensibilité du compartiment 
microvasculaire (Paris et al. 2001). En plus de son pouvoir angiogénique, le rôle protecteur du 
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bFGF vis à vis des rayonnements a d’abord été mis en évidence in vitro dans un modèle de 
cellules endothéliales aortiques bovines (BAECs) (Haimovitz-Friedman et al. 1991; 
Haimovitz-Friedman et al. 1994a). En effet, en présence de bFGF dans le milieu de culture 
favorise la survie des cellules irradiées (5 Gy) et une réduction de l’apoptose. Ces résultats ont 
été confirmés in vivo dans un modèle de pneumonie radio-induite chez la souris où les 
injections de bFGF préventive et 2 heures post-irradiation (20,5 Gy en thorax entier), sont 
associées avec une diminution de la mortalité des animaux (28% de mortalité pour les 
animaux traités avec du bFGF contre 64% pour les animaux contrôles). Ces mêmes auteurs 
ont pu montrer que cet effet passe essentiellement par la diminution de l’apoptose radio-
induite des cellules endothéliales (Fuks et al. 1994). Un mimétique du bHGF (Refanalin®) est 
actuellement utilisé en clinique aux Etats-Unis dans un contexte de fibrose hépatique (Tampe 
et al. 2014). D’autres facteurs de croissance comme le VEGF (Vascular Endothelial Growth 
Factor), inhibent la mort des cellules endothéliales et préviennent les dommages intestinaux 
radio-induits (Okunieff et al. 1998).  
 
c. Thérapie moléculaire : ciblage des micros ARN 
Ces dernières années les stratégies thérapeutiques se sont orientées vers la recherche 
de biomarqueurs spécifiques afin d’améliorer la prise en charge thérapeutique des patients 
(Cui et al. 2011). Dans ce contexte, les micros ARN ou miRNA, rassemblent un certain 
nombre d’avantages pouvant être utilisés comme biomarqueurs de prédiction des dommages 
radio-induits. Les miRNA (ou miR) sont des petits ARN non codants de 18 à 25 nucléotides. 
Ils sont impliqués dans la régulation spécifique de l’expression d’ARNm cibles et affectent 
différentes fonctions cellulaires telles que la prolifération, la différentiation ou encore 
l’apoptose. Ces derniers sont retrouvés de manière spécifique dans les tissus et également 
sous forme circulante. De manière intéressante, leur expression est souvent altérée et est 
caractéristique d’un contexte pathologique donné, comme par exemple dans le cas du cancer 
colorectal où certains miRNA sont exprimés de manière aberrante (Toiyama et al. 2015). 
Concernant l’irradiation, il a été montré chez la souris que pour des doses de 0,5, 2 et 10 Gy 
corps entier, il existe une signature spécifique à 6 et 24h post-irradiation, avec une détection 
des miRNA possible dans le plasma (Cui et al. 2011). L’efficacité thérapeutique des miRNA a 
été mise en évidence dans plusieurs modèles et notamment dans un modèle de cancer 
pulmonaire chez la souris où l’administration systémique préventive du miR-200 est associée 
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à une augmentation de la production de ROS, une meilleure sensibilisation des cellules à 
l’irradiation et à une réduction du volume tumoral (Cortez et al. 2014). Il a de même été 
montré in vitro que l’inhibition de l’expression du miR-210, via la transfection d’un 
antagomiR, est associée avec une baisse de l’expression du TGF-β1, du CTGF, de PAI-1 et de 
la fibronectine-1 (FN-1) dans des CMLs cultivées en condition hypoxique (Hamama et al. 
2014). Une des principales limites de cette approche concerne la spécificité de la signature 
miRNA puisque ces derniers peuvent s’exprimer dans d’autres pathologies. Certaines 
stratégies mises en place afin de pallier à cette limite consistent à réaliser une signature des 
miRNA circulants et ceux présents dans le tissu pathologique et d’effectuer une comparaison 
entre ces deux signatures pour augmenter la pression de sélection des miRNA (Toiyama et al. 
2015). Ce dernier point fait par ailleurs l’objet d’un projet de recherche au laboratoire qui 
consiste à identifier une signature spécifique des miRNA après irradiation dans un contexte 
d’entérite radique. 
 
d. Thérapie cellulaire et les cellules souches mésenchymateuses 
La thérapie régénérative basée sur l’effet anti-fibrosant potentiel des cellules souches 
constitue une alternative thérapeutique attrayante. Les cellules souches mésenchymateuses 
(CSM), originairement isolées à partir de la moelle osseuse, sont des progéniteurs pluripotents 
qui participent au maintien et à la régénération de divers tissus conjonctifs. Ces cellules sont 
actuellement identifiées comme un candidat de choix dans la réduction des dommages 
chroniques de type entérite ou rectite radique. Ceci s’explique entre autres par leur capacité 
d’adaptation à leur environnement et plus particulièrement, à la modulation de leur sécrétome 
permettant d’influencer directement le microenvironnement (Chang et al. 2015). Néanmoins, 
l’ensemble des mécanismes par lesquels les CSM sont capables d’influencer le phénotype des 
cellules avoisinantes reste à être élucidé. On sait aujourd’hui que cet effet passe en partie par 
la régulation de l’expression des TLR à la surface des cellules immunitaires, et à la 
diminution de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires de type INF-γ et TGF-β1 (Usunier 
et al. 2014). Ainsi, les CSM possèdent des propriétés immunomodulatrices en favorisant le 
switch phénotypique des cellules immunitaires d’un état pro vers un état anti-inflammatoire. 
Cet effet a été observé en clinique et s’est avéré bénéfique dans des contextes de maladie du 
greffon contre l’hôte (GVHD), de maladies inflammatoires du tube digestif, de lupus 
érythémateux systémique ou encore d’arthrite (Chang et al. 2015). De même, des résultats 
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encourageants ont été obtenus dans des modèles précliniques chez la souris et le porc 
concernant la diminution des dommages colorectaux radio-induits. Ces travaux ont révélé que 
des injections systémiques de CSM après irradiation favorisent la réduction de l’inflammation 
muqueuse, une diminution de l’apoptose des cellules souches intestinales, une accélération de 
la re-épithélisation, une diminution de la surface fibreuse associée à une restauration globale 
des fonctions de l’épithélium intestinal (Semont et al. 2010; Linard et al. 2013). Chez 
l’homme, l’accident d’Epinal (France) a conduit à un surdosage de 20% chez 24 patients 
traités pour un cancer de la prostate entre 2004 et 2006 et a été à l’origine d’une augmentation 
sans précédent du nombre de rectites radiques sévères (Peiffert et al. 2007). La mise en place 
d’un traitement spécifique (protocole compassionnel) via la transplantation allogénique de 
CSM a permis une réduction des hémorragies rectales associée à un effet analgésique et anti-
inflammatoire chez un patient 6 mois après les injections (Voswinkel et al. 2013). Les 
résultats obtenus au cours de ces essais cliniques sont encourageants, toutefois des 
interrogations persistent quant aux potentiels effets secondaires des injections systémiques sur 
le long terme. En effet, la stabilité génomique des CSM après injection reste à être évaluée 
tout comme leur rôle potentiel dans la tumorigénèse. D’autres études s’avèrent donc 
indispensables afin de mieux caractériser l’action des CSM sur le tissu irradié et notamment 
caractériser leur effet anti-fibrosant chez l’homme. 
 
 
Les complications digestives chroniques sont observées chez 5 à 10 % des patients 
ayant reçu une radiothérapie au niveau de la sphère abdomino-pelvienne. Dans un contexte de 
rectite radique, la fibrose intestinale radio-induite est identifiée comme une des conséquences 
tardives invalidantes. Malgré une meilleure prise en compte de ces effets secondaires radio-
induits, aucun traitement ne permet à ce jour de stopper ou résorber ce processus cicatriciel 
pathologique. On sait aujourd’hui que la sévérité de l’atteinte aiguë peut potentiellement être 
corrélée avec l’apparition de dommages tardifs plus ou moins sévères. C’est pourquoi orienter 
les axes de recherches vers les mécanismes situés en amont de ce processus pathologique 
constitue une approche d’intérêt. En ce sens, le développement de moyens permettant de 
protéger la muqueuse digestive et assurant une préservation du phénotype endothélial s’avère 
nécessaire.   
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Chapitre 4. Compartiment vasculaire et dommages radio-induits 
 
L’endothélium vasculaire possède une plasticité cellulaire remarquable qui lui permet 
de s’adapter rapidement à son environnement et lui confère une multitude de fonctions 
biologiques. Ce compartiment cellulaire joue un rôle essentiel au cours du développement 
embryonnaire et participe de manière précoce au remodelage vasculaire. Il assure également 
la régulation de nombreux paramètres biologiques dont l’homéostasie vasculaire, et peut 
s’activer en réponse à un stress. Dans un contexte physiologique, les cellules endothéliales 
participent activement à la régulation de la fluidité du sang, au maintien de la perméabilité 
vasculaire et favorisent l’état de quiescence des leucocytes circulants. Les étapes de 
l’activation vasculaire nécessaires à la mise en place de la réponse inflammatoire adaptée sont 
aujourd’hui bien caractérisées. Toutefois, la présence de dommages vasculaires chroniques 
constitue un évènement majeur dans la réponse des tissus sains aux rayonnements ionisants. 
Dans ce contexte, l’amélioration des connaissances sur les mécanismes vasculaires impliqués 
dans l’évolution du processus fibrotique est nécessaire et serait bénéfique pour l’élaboration 
de nouveaux moyens thérapeutiques permettant de contrôler l’activation endothéliale. 
 
1. Structure et fonctions du compartiment vasculaire 
 
L’endothélium est formé d’une monocouche de CE qui tapissent la face interne de 
l’ensemble des vaisseaux lymphatiques et sanguins de l’organisme (artères, veines, 
capillaires). L’ensemble des vaisseaux, excepté les capillaires, sont entourés par des cellules 
murales à savoir les péricytes et les CMLVs. Concernant l’endothélium vasculaire, les CE se 
situent donc à l’interface entre le sang circulant et la paroi vasculaire et forment un tapis 
cellulaire compact dont les échanges sont finement régulés. De façon remarquable, les CE 
possèdent une plasticité particulière qui leur permet de moduler rapidement à la fois leur 
structure et leurs fonctions en réponse à des stimuli donnés. Ainsi, les CE assurent 
l’étanchéité vasculaire, mais favorisent dans certaines conditions le passage de 
protéines/cellules circulantes en dehors des vaisseaux, on parle de perméabilité vasculaire. Au 
niveau structurel, l’endothélium repose sur une membrane basale riche en collagènes et en 
glycoprotéines et est entouré de CMLVs qui participent directement à la régulation du flux 
sanguin. Le système vasculaire se divise schématiquement de deux compartiments : le 
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compartiment artériel et le compartiment veineux. Sa principale fonction est d’assurer de 
façon continue l’apport de nutriments et l’oxygénation des organes et des tissus périphériques 
du corps via la circulation sanguine. La structure des vaisseaux va donc être directement liée à 
leur rôle biologique (veine ou artère). Au niveau structural, on distingue trois tuniques qui 
composent les vaisseaux sanguins. Selon un axe lumière-tissu périvasculaire on distingue tout 
d’abord l’intima, qui correspond à la monocouche de cellules endothéliales en contact direct 
avec le flux sanguin qui repose sur une fine assise conjonctive. L’intima est la seule couche 
cellulaire dont la composition reste similaire quels que soient la nature et le diamètre du 
vaisseau (Figure 18). L’intima peut néanmoins varier et est par exemple plus épais dans les 
artères élastiques et peut être associé à des CMLs particulières dites myointimales. La média 
est composée exclusivement de CMLs disposées de façon hélicoïdale et de composants 
extracellulaires de type fibres d’élastine et de collagène. Par ailleurs cette couche est très 
variable et dépend de la localisation au sein du territoire vasculaire. Dans les artères, la média 
est séparée de l’intima par une couche interne de fibres d’élastine, et de l’adventice par une 
couche externe d’élastine. Enfin la couche la plus externe correspond à l’adventice qui existe 
uniquement dans les vaisseaux de gros diamètre. Les vaisseaux de petit calibre de type 
capillaires, sont uniquement constitués de l’intima et d’une lame basale.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 18 : Organisation du réseau vasculaire (d’après Torres-Vasquez et al. 2003).  
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Le réseau vasculaire systémique débute par l’injection sous haute pression de sang 
oxygéné à partir du cœur dans l’aorte. Cette dernière se divise  par la suite en artères puis en 
artérioles qui formeront un réseau de capillaires au niveau des tissus profonds. Les capillaires 
assurent les échanges gazeux et de nutriments au niveau des tissus. Le sang riche en dioxyde 
de carbone et autres déchets retourne ensuite vers le cœur via les veinules qui se rassemblent 
pour former les veines. Ces dernières assurent le retour du sang vers le cœur qui sera ensuite 
envoyé au niveau du réseau vasculaire pulmonaire où il sera réapprovisionné en oxygène 
avant de retourner dans la circulation générale. Concernant le côlon, la partie ascendante et la 
moitié du côlon transverse sont irriguées par l’artère mésentérique supérieure et le côlon 
descendant ainsi que le rectum sont irrigués par l’artère mésentérique inférieure. 
 
2. Compartiment vasculaire et fonctions biologiques associées 
 
La régulation de la fluidité du sang est un processus actif assuré par l’inhibition 
permanente du processus de coagulation par les CE. Ces dernières jouent donc un rôle clef 
dans la modulation de l’hémostase primaire (Figure 19). A l’état basal, les CE assurent 
l’oxygénation et l’apport nutritif des tissus et évitent donc tout mécanisme pouvant entraver la 
circulation du flux sanguin. Pour se faire, l’endothélium possède une surface anticoagulante, 
antiagrégante et thromborésistante. Parmi les mécanismes anticoagulants les plus importants, 
on distingue la synthèse constitutive de la thrombomoduline (TM) par les CE. Cette dernière 
possède des propriétés anticoagulantes intrinsèques et est soit libérée dans la circulation ou 
soit associée à la membrane des CE. La TM agit comme un cofacteur en se fixant sur la 
protéine C et augmente ainsi son activité anticoagulante (Wang et al. 2007). La surface de 
l’endothélium est également recouverte d’une structure glycanique dense appelée le 
glycocalyx contenant des héparanes sulfates qui assurent le maintien du phénotype 
anticoagulant en se fixant à l’anti-thrombine III et inactive la thrombine. Enfin, les CE 
sécrètent des inhibiteurs de type TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitors), qui bloquent 
l’initiation de l’activation de la coagulation. En cas de dommage vasculaire, les CE sont 
capables de moduler l’ensemble de ces mécanismes et acquièrent un phénotype procoagulant 
et antifibrinolytique pour permettre la formation du clou plaquettaire. 
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Le maintien de l’intégrité et de l’étanchéité du tapis endothélial est assuré par la 
présence d’un important réseau de jonctions intercellulaires. Cela permet aux CE de contrôler 
finement le passage de molécules présentes dans la circulation sanguine vers l’espace 
interstitiel, on parle de perméabilité vasculaire. La nature des jonctions va déterminer le 
passage des molécules en fonction de leur taille (Figure 19). De façon générale, le maintien de 
l’endothélium est assuré par les jonctions serrées suite à la fusion plurifocale de protéines 
transmembranaires de type claudines et occludines ainsi que des jonctions adhérentes 
(composées de VE-cadhérine). Les jonctions communicantes assurent quant à elles les 
échanges d’ions et autres petites molécules entre les cellules. Selon le type de capillaire, les 
CE peuvent comporter des pores transendothéliaux (ou fenêtres) qui favorisent le passage 
d’efflux ou de protéines à travers le corps cellulaire. La nature et le nombre de jonctions 
varient en fonction du type de tissu et des besoins de l’organe (Pober et al. 2007). Enfin, les 
CE sont également capables de réguler le transport de macromolécules via le transport 
vésiculaire orchestré par les cavéoles. 
Les CE étant en contact direct avec le flux sanguin, elles doivent à la fois assurer la 
quiescence des leucocytes circulants mais également favoriser leur activation rapide en cas de 
dommage tissulaire. Elles participent donc directement à l’initiation des réponses 
inflammatoire et immunitaire (Figure 19). L’état de quiescence leucocytaire est 
principalement assuré par la restriction de l’expression de molécules d’adhésion par les CE, 
de type P-sélectine, au sein de vésicules de sécrétion intracytoplasmiques appelées corps de 
Weibel-Palades (WPB). A l’état basal, il existe également une faible transcription des gènes 
codant pour l’E-sélectine, VCAM-1 (Vascular Cell-Adhesion Molecule-1) et ICAM-1 par les 
CE. On distingue schématiquement deux types d’activation des CE. Tout d’abord l’activation 
de type I qui est mise en place dans les premières minutes après l’apparition de stimuli. Cette 
activation fait intervenir les récepteurs couplés aux protéines G tel que le récepteur à 
l’histamine qui va avoir pour conséquence l’augmentation du taux intracytoplasmique en ions 
Ca2+ qui favorise l’exocytose des WPB et la libération de P-sélectine à la surface des CE. 
L’expression de P-sélectine permet le recrutement des GN et l’expression des CAM favorise 
l’extravasation de ces derniers à travers la barrière endothéliale. De plus, les CE expriment 
une autre protéine essentielle à la transmigration des GN et des monocytes, la protéine 
PECAM-1 (Platelet Cell-Adhesion Molecule-1) ou CD31 (Gaugler et al. 2004). L’activation 
de type II se met en place en réponse à des stimuli pro-inflammatoires plus soutenus et 
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Figure 19 : Les principales fonctions de l’endothélium vasculaire. 
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encore du PAF (Platelet Activator Protein-1) qui favorisent un phénotype contractile des 
CMLVs propice à la formation du caillot (Pober et al. 2007). 
Enfin, l’endothélium participe directement à la formation de nouveaux vaisseaux via le 
processus d’angiogenèse (Figure 19). Ce phénomène est caractérisé par la formation de 
nouveaux vaisseaux à partir de vaisseaux préexistants. Il est initié par la dégradation de la 
lame basale et la MEC environnante. Les CE activées migrent, prolifèrent et assurent la 
formation d’un nouveau plexus capillaire par bourgeonnement ou par intussusception 
(subdivision d’un vaisseau) (Milliat et al. 2008a). La formation d’un nouveau réseau 
vasculaire peut également être la conséquence du recrutement, de la différenciation et de la 
prolifération des progéniteurs endothéliaux. Ce phénomène est identifié par le terme de 
vasculogenèse. La formation de nouveaux vaisseaux s’avère en effet nécessaire dans certains 
contextes, comme lors de la cicatrisation tissulaire afin de soutenir l’action des cellules 
mésenchymateuses et la synthèse de MEC, ou encore au cours de l’embryogenèse. 
L’angiogenèse est également associée au cancer et à la dissémination métastatique. Les 
facteurs angiogéniques les mieux décrits à ce jour sont le VEGF (Vascular Endothelial 
Growth Factor), le FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2), l’angiopoiétine-1 et -2 via l’activation 
du récepteur tyrosine kinase Tie2, et le PDGF. 
 
3. Compartiment vasculaire et rayonnements ionisants : quelles conséquences ? 
 
Compte tenu de l’importance de la place du compartiment vasculaire dans la réponse 
tissulaire aux rayonnements, de nombreux travaux ont été menés afin de mieux comprendre 
l’impact de l’irradiation sur les changements phénotypiques des CE. Ces travaux ont permis 
d’une part de mieux caractériser la mort radio-induite des CE et d’autre part, d’identifier les 
mécanismes impliqués dans l’activation endothéliale. Au niveau histologique, les lésions 
vasculaires tardives sont caractérisées par une infiltration collagénique au niveau des couches 
musculaires lisses et une réduction de la lumière due à une hyperplasie néointimale marquant 
l’atteinte microvasculaire oblitérante (Figure 20). Dans les cas les plus avancés, ces altérations 
de la vascularisation sont associées à des perturbations de l’intégrité et de l’oxygénation 
tissulaire (ischémie) qui peuvent évoluer vers la nécrose (Liu et al. 2008). 
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Figure 20 : Lésions vasculaires radio-induites. (A) Vaisseaux mésentériques normaux, lumière vasculaire 
régulière et dépôt collagénique bien organisé. (B) Artériole pathologique avec hyperplasie néointimale et 
réduction de la lumière du vaisseau. Résection chirurgicale à 5 ou 7 semaines chez des patients traités pour 
adénocarcinome rectal, radiothérapie préopératoire, dose totale de 45 Gy. Coloration trichrome de Masson ; 
obj x 40 (d’après l’HDR d’A. François, 2007). 
 
a. Apoptose radio-induite des cellules endothéliales 
Depuis les premières études menées sur les conséquences des rayonnements sur les 
cellules de mammifères, il était admis que la mort clonogénique ou mitotique constituait la 
forme prédominante de mort cellulaire après irradiation. Par la suite un certain nombre 
d’études ont pu mettre en lumière une relation évidente entre l’irradiation et la mort des CE 
par apoptose (Haimovitz-Friedman et al. 1994b; Liao et al. 1999; Gulbins et al. 2003). C’est 
en 1994 que les travaux de Haimovitz-Friedman et al ont confirmé pour la première fois 
l’importance du processus de mort par apoptose des cellules endothéliales irradiées. Leurs 
travaux ont montré que l’apoptose des CE était principalement due à la génération de 
céramides et était donc indépendante des dommages directs à l’ADN. Dans cette étude, 
l’irradiation de CE aortiques bovines (BAECs) à une forte dose de 10 Gy est associée avec 
une augmentation de l’apoptose, une diminution rapide du taux de sphingomyéline 
membranaire, et une augmentation concomitante de céramides (Haimovitz-Friedman et al. 
1994b). Les céramides sont des médiateurs biochimiques qui ont un rôle de second messager 
et participent à l’induction d’une voie générique d’apoptose induite par le stress. Par ailleurs, 
il est intéressant de souligner que l’endothélium comprend 20 fois plus de sphingomyélinase 
acide (ASMase sous forme sécrétée) que n’importe quel autre type cellulaire rendant donc le 
compartiment microvasculaire particulièrement radiosensible (Marathe et al. 1998).  
A B 
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In vivo, l’utilisation d’un modèle de souris génétiquement déficientes pour l’ASMase 
(souris ASMase-/-), confère une radiorésistance aux animaux et est associée avec une 
diminution de la mort par apoptose radio-induite  des cellules endothéliales microvasculaires 
pulmonaires et des thymocytes (Santana et al. 1996). Ces précédents résultats ont été 
confirmés par les travaux de Liao et al qui ont mis en évidence l’existence de deux 
mécanismes distincts d’apoptose orchestrés par les céramides. Ces auteurs ont entre autres pu 
montrer que dans les premières secondes qui suivent l’irradiation (5 Gy), l’apoptose radio-
induite des CE est gouvernée par une première vague de production de céramides, due à 
l’activation de l’ASMase acide membranaire (Figure 21). Une seconde vague de mort 
apoptotique est ensuite observée 4 heures après irradiation et correspond à la synthèse de novo 
de céramides via l’activation post-traductionnelle de la céramide synthase (CS) endothéliale 
(Liao et al. 1999). Les travaux de Ch’ang et al ont démontré via l’utilisation de souris Atm-/-, 
que l’activation de la CS est régulée par la protéine ATM après irradiation (Ch'ang et al. 
2005). 
En 2001, les travaux de F. Paris ont bouleversé les connaissances sur la cinétique 
d’évènements cellulaires observés après irradiation. Ces travaux ont tout d’abord confirmé 
l’existence d’une mort précoce des cellules endothéliales intestinales 1 heure après une 
irradiation corps entier de 8 et 15 Gy avec un pic observé 4 heures post-irradiation. L’aspect 
novateur de cette étude concerne la cinétique temporelle de la mort cellulaire après 
irradiation. En effet, leurs résultats ont révélé pour la première fois que la mort par apoptose 
des cellules endothéliales précède celle des cellules épithéliales, observée 4 heures post-
irradiation (15 Gy). De fait, ces auteurs ont émis l’hypothèse que la mort des cellules 
épithéliales serait une conséquence de la mort précoce du compartiment endothélial, pour des 
doses inférieures à 15 Gy (Paris et al. 2001). L’utilisation d’une approche génétique (souris 
déficientes en ASMase) et l’administration de bHGF ont permis de confirmer cette hypothèse. 
En effet, la délétion de l’ASMase et l’administration de bHGF permettent la réduction de 
l’apoptose radio-induite des cellules endothéliales et confèrent une protection des animaux 
vis-à-vis du SGI.  
Enfin, l’importance de l’apoptose endothéliale a également été soulignée dans le 
contexte tumoral. Il a entre autres été montré que la greffe d’une même tumeur à deux 
souches de souris wild-type (WT) et ASMase-/- est associée à une différence de 
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Figure 21 : Illustration des deux voies de synthèse des céramides et implication dans l’apoptose radio-induite 
des cellules endothéliales. Première vague de mort précoce (premières secondes post-irradiation), initiée par 
l’action de la sphingomyélinase acide (ASMase) sur la sphingomyéline membranaire (SM), et génération de 
céramides impliqués dans le phénomène d’apoptose cellulaire. Deuxième vague de mort (4h post-
irradiation) gouvernée par la céramide synthase et la production de céramides pro-apoptotiques. 
 
'HSDUOHXUQDWXUHK\GURSKREHOHVVSKLQJROLSLGHVHWOHFKROHVWpUROVRQWFDSDEOHVGHVH
UHJURXSHUHQWUHHX[HWGHIRUPHUGHVUpJLRQVPHPEUDQDLUHVHQULFKLHVHQFRPSRVpVOLSLGLTXHV
DSSHOpHVUDGHDX[OLSLGLTXHVRXOLSLGUDIWV*XOELQVHWDO&HVGHUQLHUVMRXHQWXQU{OH
PDMHXU GDQV O¶DPSOLILFDWLRQ HW O¶DFWLYDWLRQ FRQFRPLWDQWH GH YRLHV GH VLJQDOLVDWLRQ HQ
LQIOXHQoDQW OD GLVWULEXWLRQ GH SURWpLQHVUpFHSWHXUV VXU XQH IDLEOH VXUIDFH PHPEUDQDLUH /D
UHODWLRQPDMHXUHHQWUHOHVUDIWVHWO¶DSRSWRVHHQGRWKpOLDOHDpWpPLVHHQpYLGHQFHjODIRLVGDQV
GHVPRGqOHVLQYLWURHWLQYLYR'DQVFHVPRGqOHVO¶LQKLELWLRQGHO¶$60DVHHWGHVFpUDPLGHV
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(siRNA et d’anticorps anti-céramide) entraîne une diminution de la formation des rafts, une 
réduction de l’apoptose des cellules endothéliales et protège les souris du SGI (Zhang et al. 
2007; Rotolo et al. 2012).  
Malgré des recherches intensives sur la signalisation de l’ASMase, de nombreuses 
zones d’ombre subsistent encore quant aux mécanismes moléculaires participant à son 
activation (Corre et al. 2013). Parmi les mécanismes impliqués dans la régulation de 
l’apoptose endothéliale radio-induite, la contribution des ROS (Figure 21), a été révélée à la 
fois in vitro (Zhang et al. 2007), et in vivo chez le rat (Hatoum et al. 2006). La protéine p53 a 
également été incriminée. De manière intéressante, la comparaison du taux d’apoptose radio-
induite dans deux modèles vivo déficients soit pour la protéine p53, soit pour l’ASMase, ont 
permis de démontrer une indépendante entre les céramides et p53 (Santana et al. 1996). Ces 
précédentes observations ont été confirmées par les travaux de Qiu et al qui ont montré que la 
délétion de PUMA, un effecteur de p53, n’affecte pas le taux d’apoptose endothéliale radio-
induite chez la souris dans un modèle (TBI) de 15 et 18 Gy (Qiu et al. 2008). C’est en 2007 
que Rotolo et al ont pu démontrer de manière élégante que l’apoptose des CE induite par 
l’ASMase passe de manière non redondante par les protéines pro-apoptotiques Bak et Bax. 
Dans ce modèle, la perte d’expression de ces deux protéines pro-apoptotiques (souris Bak -/- et 
souris Bax-/-) est associée avec une diminution de l’apoptose des CE intestinales (et non de 
l’épithélium) et confère une protection contre le syndrome gastro-intestinal après une 
irradiation forte dose corps entier de 15 Gy (Rotolo et al. 2008). Enfin, il s’avère que la voie 
SAPK-JNK (Stress-Activated Protein Kinase/cJun N-terminal Kinase), est également 
impliquée dans l’apoptose induite par les céramides (Verheij et al. 1996).  
Bien que de nombreux travaux étayent ces précédents arguments, il existe encore à ce 
jour des discordances quant à la place de la dysfonction endothéliale dans l’évolution des 
dommages tissulaires radio-induits au cours du SGI. Quelques études tendent à remettre en 
cause l’existence de l’apoptose radio-induite des cellules endothéliales (Hendry et al. 2001; 
Suit et al. 2001). Certains auteurs ont utilisé une technique d’irradiation par Boron-thérapie 
(injection de liposomes contenant du bore 10B suivie d’une irradiation corps entier avec 
différentes sources) permettant l’irradiation forte dose spécifique du compartiment 
microvasculaire (Schuller et al. 2006; Schuller et al. 2007). Bien que cette technique soit 
hautement ciblée, les résultats obtenus par cette équipe n’ont pas révélé de différence dans la 
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survie clonogénique des cellules souches intestinales chez les animaux irradiés (Schuller et al. 
2006). En utilisant cette même méthodologie, ces auteurs n’ont pas pu mettre en évidence de 
CE apoptotiques dans la lamina propria chez des souris C57Bl/6 et BALBc exposées à des 
doses allant de 1 à 33 Gy. Ces auteurs suggèrent donc que l’apoptose endothéliale n’a pas 
d’influence sur l’évolution du SGI (Schuller et al. 2007). Une des raisons qui pourrait 
expliquer ces divergences de résultats serait une faible sensibilité de détection des CE 
apoptotiques (Gudkov et al. 2008). Plus récemment, les travaux de Kirsch et al ont tenté de 
départager qui de l’endothélium ou de l’épithélium est impliqué dans l’initiation du SGI. Pour 
se faire, ces auteurs ont d’abord comparé le nombre de cellules endothéliales/épithéliales 
apoptotiques dans des modèles de souris Bak-/-, Bax-/- et p53-/- après une irradiation corps 
entier de 16,95 Gy, dose pour laquelle le SGI est observé. Ces auteurs n’ont cependant pas 
observé de différence dans le développement du SGI chez les souris déficientes pour Bak et 
Bax aussi bien dans l’endothélium que dans l’épithélium, ce qui contredit les travaux de 
Rotolo et al. Une explication possible pour expliquer cette discordance concerne le syndrome 
hématopoïétique qui est aussi observé pour les doses utilisées pour induire le SGI. La seule 
façon de s’en affranchir est de réaliser une greffe de moelle osseuse. De plus, les résultats 
obtenus dans cette étude ont également pu montrer qu’une délétion épithéliale spécifique de 
p53 protège les animaux du SGI de manière apoptose-indépendante (Kirsch et al. 2010). 
S’il est désormais admis que l’irradiation induit une importante vague de mort par 
apoptose de l’endothélium, il est également bien décrit que les CE survivantes sont capables 
de moduler leur phénotype et de s’activer en réponse à l’irradiation et d’influencer l’évolution 
de la pathogenèse radique. 
 
b. Activation radio-induite des cellules endothéliales  
L’irradiation du réseau vasculaire est depuis de nombreuses années associée au 
développement de pathologies secondaires, notamment cardiovasculaires, avec une 
radiosensibilité particulièrement accrue du compartiment microvasculaire (Fajardo 2005). Les 
atteintes vasculaires sont fréquemment observées après irradiation et sont considérées comme 
la principale cause de morbidité à long terme chez les survivants du cancer traités par 
radiothérapie (Milliat et al. 2008a).  
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Les changements phénotypiques précoces de l’endothélium irradié sont aujourd’hui 
bien décrits et sont comparables à ceux observés dans un contexte de maladies inflammatoires 
du tube digestif (Binion et al. 1997). Il est notamment établi que dans les premières minutes 
qui suivent une irradiation, l’endothélium adopte un phénotype pro-inflammatoire de par la 
sécrétion de cytokines et de chimiokines (IL-1, IL-6, TGF-β), et via l’expression de molécules 
d’adhésion spécifiques à sa surface qui constituent un pré-requis nécessaire pour l’adhésion 
leucocyte-endothélium (Figure 22). On distingue ainsi 3 étapes majeures impliquées dans 
l’initiation de la réponse inflammatoire orchestrée par l’endothélium : le rolling, l’adhésion 
ferme puis la transmigration endothéliale (Quarmby et al. 1999a). De nombreuses études ont 
étayé par le passé l’implication de l’irradiation dans l’augmentation des molécules d’adhésion 
à la surface de l’endothélium telles que les intégrines, les cadhérines, les molécules de la 
superfamille des immunoglobulines (Ig), aussi bien in vitro dans différents types cellulaires, 
qu’in vivo au niveau du cerveau, des poumons, de l’intestin et de la peau (Baluna et al. 2006). 
Concernant la superfamille des Ig, il a été montré que l’irradiation induit une augmentation 
concomitante de l’expression d’ICAM-1 et l’adhésion des granulocytes neutrophiles à la 
surface des HUVECs de manière dose dépendante, dès 2 jours avec une persistance à 10 jours 
après une exposition de 10 Gy (Gaugler et al. 1997). In vivo, la neutralisation d’ICAM-1 par 
utilisation d’un anticorps spécifique (pour les temps précoces) et la déficience en ICAM-1 
sont associées à la diminution du nombre de leucocytes recrutés, ainsi qu’à une diminution de 
la fibrose pulmonaire (Hallahan et al. 2002; Molla et al. 2003). Des résultats similaires ont été 
obtenus concernant la molécule PECAM-1/CD31, qui s’avère indispensable à l’interaction 
leucocyte-CE et à la migration transendothéliale des leucocytes après irradiation (Quarmby et 
al. 1999b; Gaugler et al. 2004). De même, une surexpression endothéliale de la P-sélectine a 
été observée dès 2 h après une exposition de 10 Gy dans un modèle d’irradiation abdominale 
chez la souris (Molla et al. 2001). Chez l’homme, l’expression des molécules VCAM-1 et la 
E-sélectine est augmentée 24h après irradiation (5 et 10 Gy) au sein de la microvasculature 
dans un modèle de culture d’explants de peau (Heckmann et al. 1998). 
De façon générale, l’infiltration leucocytaire au sein du tissu irradié répond à une 
séquence d’évènements définie qui est orchestrée par l’expression différée dans le temps de 
molécules d’adhésion exprimées à la fois à la surface de l’endothélium et à la surface des 
leucocytes. Ainsi, la distribution précoce (entre 2 et 4h après irradiation) des E- et P-sélectines 
(stockées dans les corps de Weibel-Palade) à la surface des CE intervient dans la phase de 
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Figure 22 : Etapes du recrutement et de l’adhésion des leucocytes à la surface de l’endothélium. 
 
 8QH DXWUH FRQVpTXHQFH GH O¶LUUDGLDWLRQ VXU OH SKpQRW\SH HQGRWKpOLDO FRQFHUQH
O¶DFTXLVLWLRQG¶XQSKpQRW\SHSURDGKpVLIHWSURWKURPERWLTXH/¶pURVLRQSURJUHVVLYHGHOD
FRXFKHHQGRWKpOLDOH IDYRULVH O¶DXJPHQWDWLRQGH O¶DGKpVLRQGHV WKURPERF\WHVj OD VXUIDFHGH
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l’endothélium, étape initiale dans la formation du thrombus, pouvant conduire à une occlusion 
de la lumière vasculaire (thrombose). Le facteur von Willebrand (vWF) est une glycoprotéine 
intracytoplasmique stockée dans des vésicules particulières appelées les corps de Weibel-
Palade (Figure 23). Ce facteur joue un rôle essentiel dans l’adhésion/agrégation plaquettaire en 
se fixant sur son récepteur GPIb, exprimé à la surface des thrombocytes. Cette liaison assure 
ainsi un pontage entre les constituants subendothéliaux et les plaquettes. In vitro, il a été 
montré qu’une exposition de 20 Gy induit une libération massive de vWF par les HUVECs 
48h après l’exposition, ce qui est corrélée avec l’augmentation de l’adhésion des plaquettes 
(Verheij et al. 1994). Ces résultats ont été corroborés in vivo, via utilisation de techniques de 
microscopie intravitale dans un modèle d’irradiation abdominale chez la souris. Les résultats 
de cette étude ont confirmé qu’une irradiation de 10 Gy induit une augmentation du rolling, 
de l’adhésion des plaquettes ainsi que la formation de clusters (agrégats de thrombocytes) à la 
surface de l’endothélium des veinules post capillaires 24h post-irradiation (Mouthon et al. 
2003). De la même manière, il a été montré que la surexpression de PECAM-1 par les CE 
microvasculaires pulmonaires (HMVECs-L) irradiées constitue un environnement propice à 
l’adhésion des thrombocytes et la formation de thrombi (Gaugler et al. 2004). L’acquisition 
du phénotype pro-thrombotique s’explique également par l’augmentation de l’activité 
enzymatique de la thrombine associée au dépôt de fibrine. La thrombine stimule l’activation 
de différents types cellulaires incluant les CMLVs, les plaquettes, les leucocytes et favorise le 
chimiotactisme et la prolifération des fibroblastes. (Gu et al. 2004). De plus, l’irradiation 
engendre des perturbations du système thrombomoduline-protéine C qui assure l’inhibition de 
la thrombine en conditions basales. Il a notamment été montré que l’irradiation engendre une 
réduction de la thromborésistance endothéliale via une perte d’expression de la 
thrombomoduline (TM) par les HUVECs de manière dose dépendante, avec un pic observé 
24h post-irradiation pour des doses de 3, 12 et 50 Gy (Zhou et al. 1992). Des études cliniques 
et précliniques ont permis de mettre en évidence une réduction drastique de l’expression 
génique de la TM par les cellules microvasculaires intestinales associée à une 
immunoréactivité du TGF-β dans des résections chirurgicales de patients atteints 
d’entéropathie radique (Richter et al. 1997a; Richter et al. 1998). Enfin, plusieurs études 
menées au laboratoire se sont intéressées au rôle de l’inhibiteur des activateurs du 
plasminogène de type 1 (PAI-1), dans la toxicité aux tissus sains (Milliat et al. 2008b; 
Abderrahmani et al. 2009; Abderrahmani et al. 2012; Rannou et al. 2015). Dans un contexte 
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physiologique, les activateurs du plasminogène, u-PA et t-PA, assurent la conversion du 
plasminogène en plasmine. Cette dernière est impliquée dans la dégradation de la fibrine 
insoluble. La surexpression de PAI-1 inhibe l’action d’u-PA et t-PA conduisant ainsi à la 
formation d’un dépôt de fibrine. Les résultats obtenus au cours de ces travaux ont permis de 
mettre en évidence que l’irradiation induit une modification du processus de fibrinolyse en 
faveur d’une surexpression de PAI-1 (Milliat et al. 2008b). De plus, l’utilisation de knock-out 
chez la souris (KO ubiquitaire PAI-1-/-, et KO endothélial spécifique PAI-1-/- KOendo) a pu 
mettre en évidence d’une part, l’implication de cette protéine dans les dommages radio-induits 
à l’intestin et d’autre part, que cet effet est initié par la dysfonction de l’endothélium 
(Abderrahmani et al. 2012; Rannou et al. 2015).  
 
 
Figure 23 : Représentation de la thromborésistance endothéliale (d’après Pober et al. 2007). 
 
Enfin, une augmentation de la perméabilité vasculaire est observée après irradiation 
de l’endothélium microvasculaire. Cette dernière est caractérisée par la fuite de protéines 
plasmatiques de type albumine dans l’espace interstitiel impliquée dans la formation 
d’œdème, principalement observée au niveau des veinules post-capillaires (Krishnan et al. 
1988). Chez le rat, une irradiation abdominale de 20 Gy induit une augmentation de la 
perméabilité vasculaire 6h post-irradiation associée avec la transmigration des GN à travers 
l’endothélium (Panes et al. 1995). De même, une augmentation du tonus vasculaire a été 
observée 3 jours après irradiation avec une diminution du diamètre des vaisseaux associée à 
une réduction du flux sanguin et de la vélocité des érythrocytes (Roth et al. 1999). 
Enfin, l’irradiation va également impacter le processus d’angiogenèse. Pour des 
faibles doses, utilisées par exemple lors de traitements fractionnés, une augmentation du 
processus d’angiogenèse consécutif à l’irradiation a été observée aussi bien dans la tumeur 
que dans les tissus sains. Ceci s’explique entre autres par une augmentation de l’expression de 
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facteurs de croissance comme le VEGF, acteur essentiel dans l’angiogenèse et la 
vasculogenèse (Milliat et al. 2008a). Une corrélation entre l’augmentation de l’expression du 
VEGF, la densité capillaire et le développement de la fibrose cardiaque a notamment été mise 
en évidence dans un modèle de diabète chez la souris (Widyantoro et al. 2010). Les 
mécanismes moléculaires impliqués dans l’angiogenèse radio-induite sont actuellement peu 
connus mais la présence des cytokines pro-inflammatoires semble jouer un rôle central dans 
l’initiation de ce processus. L’augmentation de l’angiogenèse est par ailleurs retrouvée dans la 
maladie de Crohn et pourrait être délétère dans le contexte de l’irradiation car elle participe à 
l’exacerbation de la réponse inflammatoire via le recrutement des leucocytes (D'Alessio et al. 
2013). 
 
4. Dysfonction endothéliale et dommages radio-induits : quels liens ? 
 
Dès 1968, Rubin et Casarett relataient l’existence d’un lien entre les dommages 
vasculaires radio-induits observés en phase aiguë et les lésions chroniques (Rubin et al. 1968). 
C’est en 2001 que les travaux de l’équipe de R. Kolesnik ont confirmé de façon formelle la 
place de la dysfonction endothéliale dans l’initiation et la progression des dommages radio-
induits aux tissus sains. Leurs travaux novateurs ont notamment bouleversé le concept de la 
« cellule cible » qui jusqu’à cette période, identifiait la cellule souche épithéliale comme étant 
la cible privilégiée des rayonnements ionisants, responsable du développement du SGI (Paris 
et al. 2001). Cette notion a été abordée précédemment p75 dans la partie « Apoptose radio-
induite des CE » et est soutenue par un certain nombre d’études mettant en avant le rôle de 
l’apoptose endothéliale dans différents tissus.   
Toujours concernant les effets des fortes doses sur le tube digestif, les travaux de Cho 
et al ont montré que l’administration d’un variant de l’angiopoiétine-1 (COMP-Ang1) est 
associée à une diminution de l’apoptose des CE intestinales exprimant Tie2, 4h après des 
expositions corps entier à 12 et 15 Gy, avec une réduction de la mortalité des animaux (Cho et 
al. 2004). L’équipe d’A. Gudkov a utilisé une stratégie originale qui a consisté à mimer un 
mécanisme cellulaire anti-apoptotique utilisé par les cellules tumorales. Dans ce modèle, une 
injection préventive de CBLB502, un polypeptide dérivé de la flagelline qui se fixe au TLR5, 
favorise l’activation de la voie NF-κB qui a par le passé été montrée comme bénéfique dans 
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l’atténuation du SGI (Wang et al. 2004). De manière surprenante, leurs travaux ont montré 
que l’injection préventive (1h avant l’irradiation) de CBLB502 est associée avec une 
diminution de l’apoptose endothéliale dans un modèle TBI de 15 Gy chez la souris. De plus, 
les animaux présentent une augmentation du nombre de cryptes proliférantes ainsi qu’une 
meilleure survie. Les auteurs ont pu confirmer que cet effet radioprotecteur passe par 
l’induction de gènes cibles de la voie NF-κB tels que SOD2 qui est surexprimé dans la lamina 
propria des souris traitées (Burdelya et al. 2008). 
Enfin, des travaux plus récents effectués au laboratoire ont permis de confirmer le rôle 
de l’endothélium vasculaire dans l’initiation et la progression des dommages radio-induits aux 
tissus sains. Dans cette étude, la délétion endothéliale spécifique de PAI-1 est associée à une 
réduction de l’apoptose endothéliale et des dommages radio-induits dans un modèle d’entérite 
radique chez la souris (irradiation localisée du grêle) (Abderrahmani et al. 2012). Après 
examen histologique, il a été montré que les souris PAI-1 KOendo présentent des dommages 
moins sévères 3 jours après une irradiation localisée de l’intestin grêle à 19 Gy, avec une 
meilleure régénération des cryptes et de la muqueuse 7 jours après l’exposition. De plus, la 
délétion de PAI-1 dans ce modèle induit une réduction de l’infiltrat macrophagique et une 
modulation de la polarisation des phénotypes M1/M2 au profit du phénotype M2, anti-
inflammatoire (Rannou et al. 2015). 
 
 
Les cellules endothéliales participent activement au maintien de l’homéostasie 
vasculaire ainsi qu’à la régulation d’une multitude de fonctions biologiques. Il existe un 
consensus dans la communauté scientifique qui s’accorde à attribuer un rôle majeur à 
l’endothélium dans l’initiation et la progression de l’entérite/rectite radique. Néanmoins, les 
mécanismes reliant l’endothélium à l’apparition et au maintien des lésions radio-induites et 
donc l’implication de ce type cellulaire dans l’évolution des dommages restent encore à être 
élucidés. C’est précisément dans cette thématique de recherche que s’inscrit ce travail de 
thèse qui tend à améliorer les connaissances sur ce compartiment et plus précisément, au 
regard des mécanismes physiologiques et physiopathologiques régulant l’activation 
endothéliale dans le développement des pathologies digestives radio-induites. 
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Chapitre 5. La transition endothélium-mésenchyme  
 
Comme nous venons de le voir au cours du chapitre précédent, l’activation des CE 
constitue une étape majeure dans l’évolution des dommages radio-induits aux tissus sains et 
probablement dans l’évolution de la fibrose radique. L’endothélium possède une plasticité 
particulière qui lui permet de réguler une pléthore de fonctions biologiques. Cette plasticité 
endothéliale a par ailleurs été mise en évidence lors d’un phénomène surprenant au cours 
duquel la CE est capable de moduler son phénotype en réponse à certains stimuli, et de se 
transdifférencier en cellule mésenchymateuse. Ce phénomène fait référence à la transition-
endothélium-mésenchyme ou EndoMT. Ces dernières années, l’EndoMT a été impliquée 
dans divers contextes pathologiques et principalement associée au développement de fibroses 
d’étiologies variables au sein de différents organes. Toutefois, les connaissances permettant 
de relier ce phénomène aux pathologies radio-induites restent à ce jour limitées. C’est dans ce 
contexte que s’inscrit ce travail de thèse qui tend à déterminer la part de l’EndoMT dans 
l’évolution de la fibrose digestive radio-induite et à améliorer les connaissances sur les 
mécanismes moléculaires et cellulaires gouvernant ce processus. 
 
1. EndoMT en physiologie : formation des valves cardiaques 
 
La transition endothélium-mésenchyme a initialement été mise en évidence au cours 
de la formation des valves cardiaques durant l’embryogenèse (valvulogenèse) chez les 
vertébrés. Le cœur est le premier organe à se développer et à fonctionner au sein de 
l’embryon. Sa formation débute par une structure tubulaire composée de deux couches 
cellulaires : l’endocarde identifié comme la couche interne du cœur, et le myocarde qui 
constitue la paroi externe (Paranya et al. 2001). C’est en 1975 que l’EndoMT a été observée 
pour la première fois par Markwald et al au cours d’une analyse détaillée de la 
cytodifférenciation endocardique par microscopie électronique à transmission (TEM)  
(Markwald et al. 1975). Ces auteurs ont suivi le développement cardiaque d’embryons de rats 
et ont observé qu’à 9,5 jours embryonnaires une partie des cellules endocardiques situées dans 
le canal atrio-ventriculaire (AVC) et au niveau la voie efférente (où outflow tract, OTF), sont 
sujettes à des altérations phénotypiques et morphologiques particulières (Figure 24). Parmi ces 
modifications, une hypertrophie cellulaire, une latéralisation de l’appareil de Golgi, la  
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formation d’appendices cellulaires et la perte de polarité cellulaire ont été remarquées 
(Markwald et al. 1975). Ces précédentes observations ont par la suite été confirmées dans un 
modèle d’embryon de poulet. Les résultats obtenus ont pu confirmer in vivo et in vitro le 
changement phénotypique d’une certaine population de CE cardiaques activées qui acquièrent 
un phénotype migratoire associé avec l’expression concomitante de l’α-SMA (Nakajima et al. 
1997). Il est aujourd’hui admis qu’en réponse à des signaux spécifiques (TGF-β2) restreints 
au niveau de l’AVC, les cellules endocardiques activent des mécanismes permettant une 
réorganisation de leur cytosquelette et perdent de façon simultanée l’expression de molécules 
d’adhésion telle que la VE-cadhérine (vascular endothelial cadherin), qui entraine un 
désassemblage des CE et conduit à une rupture de la morphogenèse vasculaire (Crosby et al. 
2005). Enfin, l’acquisition du phénotype migratoire par ces cellules en transition permet 
d’envahir un espace paucicellulaire particulier situé entre l’endocarde et le myocarde au 
niveau de l’AVC, appelé la gelée cardiaque (matrice riche en collagène et en acide 
hyaluronique) (Garside et al. 2013). Les cellules en EndoMT présentes au sein de la gelée 
cardiaque sont à ce stade appelées cellules valvulaires interstitielles, qui une fois différenciées 
en myofibroblastes, assurent la synthèse de MEC et la formation du septum et des coussins 
endocardiques (Person et al. 2005). Ces derniers formeront, après plusieurs remodelages, les 
valves cardiaques semilunaires et atrio-ventriculaires matures (Markwald et al. 1975; 
Goumans et al. 2008; Yu et al. 2014) 
 
Figure 24 : Rôle de l’EndoMT au cours du développement embryonnaire : formation du septum et des valves 
cardiaques (d’après Garside et al. 2013). OFT : OutFlow Tract (voie efférente) ; AVC : Canal atrio-
ventriculaire ; RV : ventricule droit ; LV : ventricule gauche ; RA : oreillette droite ; LA : oreillette gauche ; PA : 
artère pulmonaire. 
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Les changements phénotypiques et fonctionnels des CE en transition s’expliquent 
avant tout par des modulations importantes de leur profil d’expression génique et protéique. 
En effet, au cours de l’EndoMT une perte de l’expression de marqueurs caractéristiques des 
CE est observée avec l’acquisition concomitante de celle de marqueurs mésenchymateux 
(Figure 25). Parmi les principaux marqueurs suivis dans la littérature, le facteur von 
Willebrand, le CD31 et la VE-cadhérine sont les protéines endothéliales les plus étudiées et 
réprimées au cours de ce processus (Tableau 4). Concernant les marqueurs mésenchymateux, 
l’α-SMA, la smooth muscle 22α (SM22α), la vimentine ou encore la N-cadhérine sont les 
acteurs majoritairement suivis au cours de l’EndoMT (Goumans et al. 2008). L’ensemble de 
ces altérations protéiques entrainent des perturbations fonctionnelles, notamment la perte de la 
polarité apico-basale et de l’intégrité de la barrière endothéliale, et l’augmentation de la 
perméabilité vasculaire (Good et al. 2015). De plus, l’expression des protéines 
mésenchymateuses est associée avec l’acquisition d’un phénotype migratoire/invasif, pro-
inflammatoire (IL-4, IL-13, IL-6, IL-8 et TNF-α), et sécrétoire avec la synthèse de 
fibronectine et de collagènes (Good et al. 2015). Ainsi, les cellules en EndoMT participent 
directement au maintien du statut pro-inflammatoire, à l’activation des cellules avoisinantes et 
à l’augmentation du pool de cellules myofibroblastiques responsables du remodelage 
matriciel observé à la fois dans la valvulogenèse mais également dans un contexte fibrotique. 
Les études menées in vitro ont permis une meilleure compréhension des altérations 
phénotypiques des CE au cours de l’EndoMT. Néanmoins, il est important de souligner que la 
signature protéique observée pendant la transition n’est pas strictement définie et identique 
dans tous les contextes. En effet, l’EndoMT apparaît comme une « évolution globale » du 
programme protéique vers l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux, dont la nature des 
marqueurs réprimés et surexprimés est fonction de facteurs multiples (exogènes et endogènes) 
encore mal connus aujourd’hui. En d’autres termes, la spécificité de la signature protéique 
d’une cellule en EndoMT va dépendre de la nature du stress (agent inducteur), de l’origine 
tissulaire des CE et de la composition de l’environnement cytokinique dans lequel se trouvent 
ces dernières. Comme nous le verrons un peu plus loin dans ce chapitre, l’hétérogénéité 
phénotypique des cellules en EndoMT peut également s’expliquer par l’implication de 
différentes voies de signalisation cellulaire. En effet,  leur activation simultanée ou différée 
serait un facteur déterminant dans l’orientation de la transdifférenciation soit vers un 
phénotype fibroblastique, myofibroblastique ou musculaire lisse (CML). Ainsi, l’EndoMT 
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apparaît comme un processus finement régulé et orchestré selon trois étapes : (i) la perte 
d’expression des protéines endothéliales, (ii) l’activation du programme 
mésenchymateux/fibrogénique et finalement, (iii) l’activation du programme myogénique 
(Krizbai et al. 2015). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 25 : Illustration de l’EndoMT :(A) Processus d’EndoMT induit par les cytokines pro-inflammatoires et 
réversion par le BMP-7 et le HGF (d’après Rieder et al. 2008). (B) Mise en évidence de l’EndoMT in vivo chez 
la souris par co-marquage en immunofluorescence CD31 (rouge) ; FSP1 (vert) ; (d’après Zeisberg et al. 
2007a). 
 
L’EndoMT est fréquemment décrite dans la littérature comme étant une forme de 
transition épithélium-mésenchyme ou EMT (Saito 2013). Cette transition est caractérisée par 
la perte de polarisation cellulaire concernant cette fois-ci les cellules épithéliales, dont 
l’évolution conduit vers un switch phénotypique de type mésenchymateux (Kalluri et al. 
2009). L’EMT constitue la base d’étude de l’EndoMT due à une importante analogie dans la 
séquence des évènements initiateurs et régulateurs impliqués dans ces deux phénomènes 
(Annexe 4) (Arciniegas et al. 2007; Kovacic et al. 2012). En effet, tout comme pour l’EMT, 
l’IL-1β, l’IL-6 et le TNF-α favorisent son induction, mais le TGF-β reste certainement le 
principal agent activateur des deux phénomènes. De manière intéressante, une forme de 
transition opposée à l’EMT a été mise en évidence, la transition mésenchyme-épithéliale 
(MET), qui participe à la formation des trois couches germinales (ectoderme, mésoderme et 
A B 
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endoderme), après une succession de vagues EMT/MET. Concernant, l’EndoMT, l’existence 
d’une forme de transition opposée n’a pas été identifiée de façon formelle en conditions 
physiologiques. Seuls les travaux d’Ubil et al ont pu montrer qu’une population de 
fibroblastes cardiaques pouvait exprimer certains marqueurs endothéliaux (VE-cadhérine, 
eNOS, claudine-5) dans un modèle d’ischémie cardiaque chez la souris (Ubil et al. 2014). Ces 
auteurs ont pu mettre en évidence que cette transition mésenchymo-endothéliale (MEndoT) 
passe par une activation de p53 dès 3 jours après l’induction de l’ischémie vasculaire. 
L’EndoMT physiologique a essentiellement été observée au stade embryonnaire chez 
l’homme au niveau des valves cardiaques semilunaires, avec une fréquence estimée à environ 
5 à 10% de cellules exprimant à la fois le CD31 et l’α-SMA contre 1% chez l’adulte 
(Paruchuri et al. 2006). Enfin, la participation de l’EndoMT au cours de l’embryogenèse a 
également été mise en évidence dans la formation des veines intrapulmonaires (Hall et al. 
2002; Paruchuri et al. 2006). 
 
Marqueurs endothéliaux Marqueurs mésenchymateux 
CD31/PECAM1 α-SMA 
vWF  FSP1 (Fibroblast Specific Protein 1) 
VE-cadhérine SM22α (Smooth Muscle 22α) 
Tie1 N-cadhérine 
Tie2 Vimentine 
Endogline/CD105 Nestine 
CD34 CD73 
NO synthase (eNOS) Collagènes I et III 
CD146 PDGFRβ 
VEGFR2 MMP-2 et 9 
Claudine-5 Calponine 
 CD90 
 F-actine 
 SM-MHC (VSMC-specific Myosin Heavy Chain) 
 Smootheline 
 Twist1 
 β1-intégrine 
 Fibronectine 
 
Tableau 4 : Principaux marqueurs de l’EndoMT suivis dans la littérature. 
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La notion de différenciation cellulaire a pendant longtemps été considérée comme 
« une voie à sens unique » au début de laquelle une cellule souche pluripotente immature 
s’engageait puis évoluait vers un phénotype différencié, sans possibilité de « retour en 
arrière ». Le stade final correspond à la différenciation d’un type cellulaire donné avec des 
propriétés biologiques qui lui sont caractéristiques. Ce concept a été imaginé en 1957 et fait 
référence au « paysage épigénétique de Waddington » (Takahashi 2012). Or, nous savons 
depuis peu que le processus de différenciation cellulaire n’est pas aussi strict et figé et qu’il 
existe une certaine flexibilité/plasticité cellulaire permettant le changement artificiel du 
devenir cellulaire défini par le terme de reprogrammation cellulaire. Ce phénomène dépend 
essentiellement de la modulation de l’expression de gènes spécifiques permettant la 
réjuvénation des cellules différenciées vers un phénotype pluripotent, on parle de 
dédifférenciation, Figure 26 (Coll-Bonfill et al. 2015). 
L’EndoMT et l’EMT sont deux exemples remarquables de cette plasticité cellulaire 
somatique qui opère naturellement au travers de l’organogenèse. Les travaux de Medici et al 
ont été novateurs dans ce domaine et ont révélé que les cellules engagées dans un processus 
d’EndoMT sont capables d’acquérir des propriétés de cellules souches, remettant ainsi en 
cause la théorie de Waddington. De manière intéressante, ces travaux ont montré que 
l’expression constitutive d’ALK2 (TβRI), induit l’EndoMT chez les HUVECs et les HCMEC 
(Human Cutaneous Microvascular Endothelial Cell) associée avec l’acquisition d’un 
phénotype multipotent de CSM (Medici et al. 2010). Par ailleurs, l’EndoMT est décrite par 
d’autres équipes comme étant une forme de transdifférenciation (Figure 26). Ce terme fait 
référence à un changement phénotypique d’un type cellulaire différencié vers un phénotype 
mature possédant d’autres fonctions biologiques, ceci sans passer par un état pluripotent 
intermédiaire ou par un stade de progéniteur (Takahashi 2012). Enfin, l’EndoMT pourrait être 
une étape initiale du processus de dédifférenciation ou de reprogrammation à travers lequelle 
les cellules acquièrent un phénotype immature sans pour autant se convertir en cellules 
pluripotentes, Figure 26 (Coll-Bonfill et al. 2015). Ces nouvelles découvertes ont permis 
d’actualiser le concept de Waddington quant aux possibilités de modulation du phénotype 
d’un type cellulaire donné. Toutefois, d’autres études devront être menées afin de préciser le 
phénotype souche des cellules en EndoMT. Compte tenu de la limite des connaissances quant 
au profil de différenciation des cellules en EndoMT et dans un souci de clarté, le terme de 
transition sera utilisé dans la suite de ce chapitre afin d’évoquer ce phénomène. 
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Figure 26 : Présentation des différentes formes de différenciation cellulaire (adapté de Coll-Bonfill et al. 
2015). Présentation de la théorie de Waddington et des notions de transdifférenciation, de dédifférenciation 
ou reprogrammation et de dédifférenciation partielle. 
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2. Caractérisation fonctionnelle des cellules au cours de l’EndoMT 
 
Les notions de stabilité et de réversibilité du phénotype mésenchymateux obtenu 
après EndoMT ont par la suite été étudiées en analysant l’évolution de la signature protéique 
après plusieurs jours de culture en présence de différentes cytokines pro-inflammatoires 
(TGF-β1, IL-1β, TNF-α). Les résultats obtenus in vitro ont montré que l’EndoMT est initiée 
dès les premières heures (6h) après la stimulation et que ce processus pouvait être réversible 
pour des durées de culture inférieures à 10 jours en présence de cytokines pro-inflammatoires. 
En revanche, lorsque les cellules sont exposées aux cytokines pour une période de 20 jours, 
l’acquisition du phénotype mésenchymateux s’avère stable au cours du temps et irréversible 
(Arciniegas et al. 1992; Chaudhuri et al. 2007; Rieder et al. 2011). De la même manière, il a 
été montré que la culture de CE vasculaires pulmonaires humaines (HPVECs) en présence de 
TGF-β2 favorise l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux, et que l’ajout de VEGF dans 
le milieu de culture permet de conserver et de restaurer le phénotype endothélial après 10 
jours de culture (Paruchuri et al. 2006). Ceci suggère que le VEGF joue un rôle clef dans le  
maintien du phénotype endothélial. En termes de fonctionnalité cellulaire, ces mêmes 
auteurs ont mis en évidence que  les cellules en transition perdent leur capacité à former des 
tubes en Matrigel®, caractéristique des CE fonctionnelles. Une autre caractéristique 
principale des CE concerne leur capacité à exprimer des molécules d’adhésion (ICAM-1, 
VCAM-1, E-sélectine), en réponse à une stimulation au TNF-α. Les résultats obtenus dans 
cette étude ont révélé que le traitement par le TGF-β2 abroge l’expression des molécules 
d’adhésion et l’adhésion ferme des leucocytes aux CE. Enfin, un prétraitement par le VEGF 
permet de restaurer de manière modeste cette adhésion et donc de reverser ce phénotype pour 
des temps précoces (Paruchuri et al. 2006).  
Concernant la mobilité cellulaire, il a été montré qu’après stimulation des CE en 
transition par un chimioattractant des myofibroblastes, le PDGF-BB, ces dernières acquièrent 
un phénotype migratoire associé à l’EndoMT (Paranya et al. 2001). De plus, l’analyse de la 
prolifération cellulaire a révélé que les cellules en EndoMT sont capables de progresser à 
travers le cycle cellulaire et que l’inhibition de ce dernier par ajout de mitomycine C dans le 
milieu de culture n’influe pas sur l’expression de l’α-SMA. Ceci démontre que l’expression 
de l’α-SMA est indépendante de la prolifération cellulaire (Paranya et al. 2001). Enfin, la 
nature de la matrice extracellulaire apparaît également comme un paramètre déterminant dans 
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l’induction de l’EndoMT. Au cours de la valvulogenèse, l’acide hyaluronique (AH) présent en 
grande quantité au sein de la gelée cardiaque permet par exemple la stimulation de l’EndoMT 
via sa fixation et l’activation de récepteurs membranaires (CD44) des CE (Lagendijk et al. 
2013). Une augmentation du dépôt tissulaire d’AH est par ailleurs observée dans plusieurs 
pathologies inflammatoires et pourrait favoriser l’activation excessive de l’EndoMT et le 
développement de fibroses (Albeiroti et al. 2015). In vitro, l’influence de la MEC a été 
démontrée via la culture de CE en présence de fibronectine, de gélatine ou de collagène. Les 
résultats obtenus ont révélé que la fibronectine induit une augmentation de l’expression de 
l’α-SMA par les CE plus élevée en comparaison avec une matrice de gélatine et de collagène. 
Ainsi, la nature matricielle du microenvironnement influence l’induction de l’EndoMT 
physiologique et pourrait jouer un rôle dans le développement de la fibrose (Paruchuri et al. 
2006). L’ensemble de ces travaux a donc permis une meilleure caractérisation fonctionnelle 
des cellules en EndoMT et a révélé l’acquisition d’un phénotype évolutif. Tout d’abord, une 
phase de transdifférenciation précoce et réversible est observée dès les premières heures 
après la mise en culture des CE. Par la suite, les CE acquièrent l’expression de protéines 
mésenchymateuses associée à une diminution de l’expression du vWF, une morphologie 
allongée et un profil migratoire (Chaudhuri et al. 2007). Dans un second temps, la présence 
chronique de cytokines pro-inflammatoires ou la présence d’un environnement défavorable à 
l’adhésion cellulaire, favorise l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux-like 
irréversible et stable dans le temps (Frid et al. 2002; Chaudhuri et al. 2007).  
En ce qui concerne la nature du phénotype mésenchymateux obtenu après EndoMT 
induite par le TGF-β1, certains travaux ont pu montrer que les cellules en transition expriment 
des marqueurs similaires à ceux caractérisant les cellules mésenchymateuses primaires à 
savoir, l’α-SMA, le PDGF-β, la SM22α ou encore la protéine LOX (lysyl oxydase, impliquée 
dans la maturation de la MEC) (Cooley et al. 2014). Enfin, les CE possèdent avec les 
macrophages, une capacité à incorporer et a métaboliser les LDL acétylés via la voie 
« scavenger cell pathway » favorisant le renouvellement du cholestérol membranaire (Voyta 
et al. 1984). La mesure de l’intensité de la fluorescence des LDL acétylés marqués par un 
fluorochrome (Dil-Ac-LDL) constitue une technique couramment utilisée afin de vérifier la 
pureté des CE en culture. Les travaux de Ghosh et al ont permis de montrer qu’après 7 jours 
de culture en présence de TGF-β2, les cellules endothéliales cardiaques de souris présentent 
une incapacité à incorporer les LDL acétylés. Ces travaux mettent donc en évidence la perte 
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des caractéristiques endothéliales associée à l’acquisition simultanée d’un phénotype 
mésenchymateux-like (Ghosh et al. 2012).  
En résumé, le processus d’EndoMT apparaît comme le reflet d’une altération 
permanente du profil endothélial vers l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux-like 
dont la spécificité de la signature protéique repose sur la nature des agents inducteurs présents 
dans le microenvironnement ainsi que sur l’origine tissulaire des CE. La réversion de ce 
phénomène semble possible pour des temps précoces après son initiation, mais l’acquisition 
du phénotype mésenchymateux apparaît stable dans un contexte d’induction chronique. 
D’autres études sont néanmoins nécessaires afin de mieux caractériser le phénotype 
mésenchymateux obtenu après la transition, ainsi que pour déterminer de manière plus précise 
le lien entre la nature des signaux exogènes et l’acquisition d’une signature protéique 
spécifique. 
 
3. EndoMT : du développement cardiovasculaire aux processus pathologiques 
 
L’hypothèse selon laquelle l’EndoMT participerait au développement de la fibrose a 
été soulevée en 1989 par Beranek et al, faisant suite à l’observation de fibroblastes exprimant 
le marqueur endothélial vWF dans le tissu de granulation formé dans un contexte d’ulcère 
veineux de la jambe (Beranek 1989). Elle a depuis été confirmée par un certain nombre de 
travaux qui ont montré la participation active de l’EndoMT dans le développement de 
diverses pathologies dont les fibroses, au cours de la formation de fibroblastes associés au 
cancer (CAF), dans l’athérosclérose, la sclérodermie systémique ou encore dans la formation 
osseuse ectopique (Yu et al. 2014). L’évolution majeure des techniques de transgénèse chez la 
souris est à la base de la caractérisation de l’EndoMT in vivo. Il est en effet possible, par ces 
approches, de suivre le devenir de cellules ayant une origine endothéliale via l’expression 
d’un gène rapporteur tel que la GFP (Green Fluorescent Protein) ou la β-galactosisade (via 
l’expression du gène LacZ), sous le contrôle d’un promoteur spécifique des cellules 
endothéliales comme Tie1 (Tyrosine kinase with immunoglobulin and EGF homology 
domains 1), Tie2 ou la VE-cadhérine. Ainsi, un co-marquage en immunohistochimie du 
traceur endothélial spécifique avec un marqueur mésenchymateux permet d’identifier les 
cellules en transition qui sont caractérisées par l’expression simultanée des deux marqueurs. 
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a. Implication de l’EndoMT dans les pathologies fibrotiques 
Après analyse des connaissances actuelles sur l’EndoMT, il semble évident que la 
fibrose est le principal contexte pathologique dans lequel ce phénomène ait été identifié 
(Piera-Velazquez et al. 2011). En 2007, Zeisberg et al ont étudié le rôle de l’EndoMT dans le 
développement de la fibrose cardiaque via l’utilisation d’un modèle de souris transgéniques 
dans lesquelles les cellules endothéliales sont marquées par la β-galactosidase (souris Tie1-
LacZ). Leurs résultats ont permis de montrer que 27 à 35% des fibroblastes (FSP1+ et α-
SMA+) possèdent une origine endothéliale dans ce modèle (Zeisberg et al. 2007b). De plus, 
l’administration systémique de rhBMP-7 aux animaux permet de réduire de 80% et de 66% le 
nombre de fibroblastes β-gal/α-SMA+ et β-gal/FSP1+, et favorise la réduction de la fibrose. 
D’autres travaux viennent étayer ces précédents résultats et confirment le rôle de l’EndoMT 
dans le développement de la fibrose cardiaque dans un modèle de diabète mellitus induit par 
injection de streptozotocine chez la souris (Widyantoro et al. 2010).  
De même, la participation de l’EndoMT a été observée dans un modèle de fibrose 
pulmonaire induite par la bléomycine chez la souris. Toujours en utilisant un modèle de 
souris double transgénique dans lequel le gène LacZ est cette fois-ci exprimé sous le contrôle 
du promoteur endothélial Tie2, ces auteurs ont pu montrer par immunomarquage que 16% des 
fibroblastes sont positifs à la β-galactosidase et possèdent donc une origine endothéliale 
(Hashimoto et al. 2010). De manière intéressante, ces auteurs ont pu caractériser deux sous-
populations de fibroblastes issues de l’EndoMT : une population exprimant à la fois α-SMA et 
le collagène I représentée à 15% ; et une population α-SMA négative et collagène I positive 
représentée à 85%. Cette étude souligne donc l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux 
hétérogène correspondant dans ce cas à une forme myofibroblastique et une forme de CML.  
En 2008, Zeisberg et al ont mis en évidence pour la première fois la participation de 
l’EndoMT dans le développement de la fibrose rénale dans trois modèles de néphropathies 
chez la souris : un modèle de néphropathie obstructive, un modèle de néphropathie diabétique 
induite par la streptozotocine et un modèle de souris déficientes pour la chaine α3 du 
collagène IV (modèle de la maladie d’Alport). Les résultats obtenus ont permis de montrer 
que 30 à 50% des fibroblastes co-expriment le marqueur endothélial CD31 et les marqueurs 
mésenchymateux α-SMA et FSP-1 (Zeisberg et al. 2008). Ces résultats ont été corroborés par 
d’autres travaux qui ont confirmé le rôle précoce de l’EndoMT dans le développement de la 
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fibrose dans un modèle de néphropathie diabétique chez la souris (Tie2-EGFP). Ces auteurs 
ont pu identifier la présence d’une population double positive pour l’α-SMA et l’EGFP au 
niveau des artérioles glomérulaires afférentes/efférentes, un mois après induction du diabète 
chez les animaux (Li et al. 2009). Ces résultats confirment la place de l’EndoMT dans 
l’initiation de la fibrose rénale mais suggèrent également que ce processus participe à la 
glomérulosclérose (Zhou et al. 2014b). 
Le rôle potentiel de l’EndoMT dans le développement de la fibrose cutanée a été 
suggéré par les travaux de Chaudhuri et al. L’analyse ultrastructurelle et la réalisation 
d’immunomarquages ont permis de montrer l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux-
like par les HDMECs (Human Dermal Microvascular Endothelial Cells) cultivées pendant 
24h en présence d’IL-1β et de TNF-α (Chaudhuri et al. 2007). De manière intéressante, ces 
résultats ont révélé que 6h après une stimulation par l’IL-1β, il existe une augmentation 
importante de l’expression du vWF et du collagène IV par les HDMECs. En revanche, cette 
expression chute dès 24h après la stimulation, et ce jusqu’à 20 jours, soulignant un maintien 
du phénotype mésenchymateux pour des temps tardifs. Néanmoins, d’autres études s’avèrent 
nécessaires afin de confirmer la place de l’EndoMT dans le développement de la fibrose 
cutanée. Enfin, l’EndoMT a été identifiée comme acteur potentiel de la sclérodermie 
systémique. Il s’agit d’une vasculopathie fibroproliférative microvasculaire dont l’étiologie 
reste à ce jour indéterminée. Elle est caractérisée par une fibrose cutanée progressive et peut 
également toucher les organes internes et la microvasculature (Jimenez 2013). L’origine des 
cellules mésenchymateuses activées responsables de l’occlusion microvasculaire reste encore 
floue mais l’EndoMT semble également jouer un rôle prépondérant dans l’installation de cette 
pathologie.  
La fibrose intestinale est également observée en dehors du contexte de l’irradiation 
chez les patients atteints de maladies inflammatoires chroniques du tube digestif de type 
maladie de Crohn (MC) et rectocolite hémorragique (RCH) (Rieder et al. 2008). Concernant 
la MC, les altérations de la muqueuse et de la sous-muqueuse favorisent l’épaississement de la 
musculaire muqueuse dû à un excès de MEC, pouvant conduire à une atteinte transmurale, un 
rétrécissement de la lumière du côlon et une augmentation de sa rigidité. Dans le contexte de 
la RCH, l’inflammation restreinte à la muqueuse est suivie par un épaississement du tissu 
avec possibilité de strictures et de sténoses. L’activation des fibroblastes en myofibroblastes 
constitue une étape clef dans l’évolution de ces pathologies. De façon intéressante, l’EndoMT 
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a été mise en évidence in vitro dans un modèle de CE microvasculaires intestinales humaines 
(HIMECs) cultivées en présence de cytokines pro-inflammatoires TGF-β1, IL-1β et TNF-α 
(Rieder et al. 2011). Les résultats obtenus ont montré que les cellules traitées présentent une 
perte progressive du phénotype endothélial via la diminution des marqueurs CD31 et VE-
cadhérine associée à une acquisition concomitante de l’expression des marqueurs 
mésenchymateux (vimentine, N-cadhérine et collagène I). De plus, il existe une synergie 
d’action dans l’induction de l’EndoMT lorsque les HIMECs sont cultivées en présence des 
trois cytokines pendant 6 jours. Ces précédentes observations ont été confirmées in vivo via 
l’utilisation de souris exprimant la GFP sous le contrôle du promoteur endothélial Tie2 (Tie2-
GFP) dans un modèle de fibrose induite par le TNBS. Ces auteurs ont observé l’EndoMT 8 
semaines après la première injection de TNBS qui est corrélée avec le développement de la 
fibrose intestinale. Enfin, cette étude a mis en évidence pour la première fois le phénomène 
d’EndoMT in situ à partir de tissus de patients atteints de MC et de RCH. L’ensemble de ces 
résultats renforce donc l’hypothèse que l’EndoMT participe de manière active au 
développement de la fibrose dans différents tissus, en augmentant le pool de myofibroblastes 
responsables de la synthèse excessive de MEC (Piera-Velazquez et al. 2011; Piera-Velazquez 
et al. 2012). 
 
b. EndoMT et cancer : un acteur de la progression tumorale  
Une grande majorité des recherches menées en cancérologie se concentrent sur les 
altérations génétiques et épigénétiques intrinsèques aux cellules tumorales. La tumeur apparaît 
comme un organe désorganisé complexe, composé de cellules cancéreuses localisées au sein 
d’un stroma particulier regroupant une multitude de types cellulaires. On sait aujourd’hui que 
le microenvironnement tumoral joue un rôle clef dans l’évolution de cette pathologie en 
influençant une multitude d’aspects du développement tumoral dont la prolifération cellulaire, 
l’angiogenèse et la formation de métastases (Potenta et al. 2008). Les macrophages et les 
fibroblastes sont des acteurs cellulaires couramment observés au sein du stroma tumoral, ils 
sont identifiés respectivement par les termes de TAM (Tumour-Associated Macrophage) et de 
CAF (Kalluri et al. 2006). La présence en grand nombre des CAF est par ailleurs favorable au 
développement de la tumeur via la production de signaux oncogéniques et l’expression de 
TGF-β et des MMP1 et 3 associées la dissémination métastatique. Concernant leur origine, il 
est admis que les CAF peuvent provenir à la fois de la différenciation des cellules épithéliales 
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via l’EMT mais également des CE, via l’EndoMT (Figure 27) (Kalluri et al. 2006; Zeisberg et 
al. 2007a; Saito 2013). En effet, les travaux de Zeisberg et al ont mis en évidence que parmi 
les cellules α-SMA+ du stroma tumoral,  11% des cellules expriment également le CD31 dans 
un modèle de mélanome chez la souris. Concernant les cellules FSP1+ périvasculaires, 40% 
d’entre elles sont également CD31+, ce qui suggère que ces cellules possèdent une origine 
endothéliale (Zeisberg et al. 2007a). Ces mêmes auteurs ont confirmé les précédents résultats 
via l’utilisation d’un modèle de souris transgéniques exprimant LacZ sous le contrôle du 
promoteur endothélial Tie2. Après analyse par microscopie confocale, les résultats obtenus 
ont montré que 30% des cellules FSP1+ co-expriment la β-galactosidase et 12% des cellules α-
SMA+ sont également positives pour la β-galactosidase. Ces travaux démontrent donc par une 
approche génétique, l’importance de la présence de CAF issus de l’EndoMT dans le 
microenvironnement tumoral. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 27 : Rôle de l’EndoMT et de l’EMT dans le développement tumoral (d’après Saito et al. 2013). 
 
La dissémination métastatique des tumeurs est un phénomène complexe associé à une 
importante mortalité des patients. De nombreuses zones de flou subsistent encore quant à la 
cascade d’évènements responsables de la dispersion des cellules tumorales, notamment 
concernant le rôle potentiel des CE dans la migration transendothéliale paracellulaire 
(extravasation). C’est dans ce contexte que l’implication de l’EndoMT a été suggérée par les 
travaux de Krizbai et al. Ces derniers ont révélé une relation évidente entre la présence de 
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cellules cancéreuses et l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux par les CE en culture. 
Ces travaux ont également pu montrer que cet effet passe par la sécrétion de TGF-β1 par les 
cellules tumorales qui favorise l’initiation de l’EndoMT dans deux modèles de CE (Krizbai et 
al. 2015). De plus, une modification de l’intégrité de la barrière endothéliale, une 
augmentation de l’adhésion des cellules tumorales à l’endothélium ainsi qu’une augmentation 
de la transmigration cellulaire ont été observées de façon concomitante à l’EndoMT. Ces 
récents travaux viennent allonger la liste d’évènements pathologiques associés à l’EndoMT et 
apportent de nouvelles informations quant à la place de ce phénomène dans l’évolution du 
processus tumoral. Néanmoins, d’autres études s’avèrent nécessaires afin de confirmer la 
place de l’EndoMT dans la cascade métastatique in vivo et chez les patients. 
 
c. EndoMT et vasculopathies fibroprolifératives 
L’EndoMT a également été identifiée comme acteur potentiel d’une maladie auto-
immune appelée la sclérodermie. Il s’agit d’une vasculopathie fibroproliférative 
microvasculaire dont l’étiologie reste à ce jour indéterminée. Elle est caractérisée par une 
fibrose cutanée progressive et peut également toucher les organes internes lorsqu’elle est 
systémique (Jimenez 2013). L’origine des cellules mésenchymateuses activées responsables 
de l’occlusion microvasculaire reste encore peu connue mais l’EndoMT semble également 
jouer un rôle prépondérant dans cette pathologie. 
L’hypertension artérielle pulmonaire (HAP) est une vasculopathie progressive 
touchant les vaisseaux pré-capillaires et les artères pulmonaires. Elle est caractérisée par une 
dysfonction de l’endothélium associée à un remodelage vasculaire pouvant conduire à un  
rétrécissement de la lumière des vaisseaux (Figure 28). Ceci s’explique entre autres par une 
prolifération accrue des cellules mésenchymateuses (CMLVs) au sein de la lumière vasculaire 
pouvant conduire à des lésions importantes, voir à des obstructions vasculaires. Cette 
pathologie est idiopathique ou peut être la conséquence d’une sclérodermie lorsque cette 
dernière se manifeste au niveau des poumons. Il était admis depuis plusieurs années que cette 
prolifération des CMLVs était principalement due à l’activation des CMLVs résidentes et des 
fibroblastes adventitiels ou encore au recrutement des progéniteurs mésenchymateux 
(Arciniegas et al. 2007). L’intervention de l’EndoMT dans la formation de cellules 
mésenchymateuses et notamment de CMLs (Frid et al. 2002), a soulevé des questions quant à 
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son rôle potentiel au cours de cette pathologie. De récents travaux ont pu caractériser 
l’EndoMT par co-marquage en immunohistochimie localisée au niveau de l’intima 
d’artérioles pulmonaires chez des patients atteints de HAP (Good et al. 2015), et dans des 
modèles précliniques de HAP chez la souris et le rat (Ranchoux et al. 2015). Les analyses 
menées in vitro ont permis d’améliorer les connaissances sur les capacités fonctionnelles des 
cellules en transition. Elles ont confirmé que les cellules en transition acquièrent un 
phénotype migratoire et pro-inflammatoire via la sécrétion d’IL-4, IL-6, IL-8, IL-13 et TNF-α 
à un taux comparable avec celui de fibroblastes de patients atteints de HAP. Par la suite, 
l’étude de la perméabilité paracellulaire a été effectuée par la mesure de différents paramètres 
biophysiques dont la résistance, l’impédance et la capacité électrique des CE (mesure des 
invaginations membranaires proportionnelles à la perméabilité cellulaire) des CE. De manière 
intéressante, les résultats obtenus ont révélé une diminution significative de l’intégrité de la 
barrière endothéliale associée à une augmentation de la perméabilité vasculaire des cellules en 
EndoMT (Good et al. 2015).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 28 : Remodelage vasculaire pulmonaire de l’HAP au cours de la sclérodermie (source 
www.institutcochin.fr). 
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Enfin, l’adhésion et la transmigration des leucocytes au travers de la couche 
endothéliale est une étape clef dans l’initiation de la HAP. L’étude de l’adhésion des PBMCs 
(Peripheral Blood Mononuclar Cells) à la surface des CE aortiques pulmonaires (PAECs) a 
révélé une augmentation de l’adhésion des PBMCs à la surface des cellules en EndoMT. 
L’ensemble de ces résultats confirme donc la présence de l’EndoMT chez les patients atteints 
de HAP associée à une sclérodermie et que les altérations structurales et fonctionnelles 
caractéristiques de ce phénomène sont associées avec le remodelage vasculaire impliqué dans 
l’évolution de la pathologie. 
De manière surprenante, les travaux de Medici et al ont pu mettre en cause la plasticité 
endothéliale dans le développement d’une maladie rare appelée la fibrodysplasie ossifiante 
progressive (FOP), également connue comme le syndrome de l’homme de pierre. Cette 
pathologie est caractérisée par une inflammation aiguë à l’origine d’une ossification 
hétérotopique aboutissant des formations osseuses au sein des tissus mous (Morales-Piga et al. 
2014). L’étiologie de cette pathologie provient d’une mutation dans le gène codant pour 
ALK2 (substitution d’une histidine par une arginine en position 206), ayant pour conséquence 
une activation constitutive du récepteur I des BMP. C’est en 2001 que des premiers travaux 
ont révélé que les cellules pro-ostéogéniques et ostéogéniques (chondrocytes et ostéoblastes) 
expriment les marqueurs endothéliaux Tie2 et vWF (Lewinson et al. 2001). Par la suite, les 
travaux de Medici et al ont pu confirmer ces précédentes observations à partir de tissus de 
patients atteints de FOP (Medici et al. 2010). L’utilisation d’une approche génétique, via 
l’utilisation d’un modèle de souris mutées pour le gène ALK2, a permis de mettre en évidence 
que la surexpression de ALK2 est associée avec une altération morphologique des CE et une 
augmentation de l’expression des marqueurs mésenchymateux, elle-même associée à une 
baisse des marqueurs endothéliaux, caractéristique de l’EndoMT (Medici et al. 2010). Suite à 
la mise en évidence d’une origine endothéliale des cellules mésenchymateuses dans ce 
modèle préclinique, les auteurs ont donc émis l’hypothèse que l’EndoMT pouvait jouer un 
rôle dans le développement de cette pathologie. Les résultats obtenus dans cette étude ont 
permis de montrer in vitro, que les cellules en transition expriment un certain nombre de 
marqueurs de surface spécifiques des cellules souches mésenchymateuses (CD117, CD90, 
STRO-1, CD71). Ces dernières étant caractérisées par un phénotype multipotent, l’utilisation 
de milieux conditionnés a permis de montrer de manière élégante à la fois in vitro et in vivo, 
que les cellules en transition sont capables de se différencier en chondrocytes, en ostéoblastes 
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et en adipocytes dans le milieu approprié. De manière générale, ces travaux novateurs ont 
permis de mettre en évidence que (i) l’EndoMT participe au pool de cellules impliquées dans 
la FOP ; (ii) les cellules en transition passent par un état de CSM-like avant de se 
différencier ; (iii) l’endothélium constitue une nouvelle source potentielle de CSM et pourrait 
être identifié comme un réservoir physiologique. Ces travaux ont également permis d’ouvrir 
les perspectives de recherche concernant une éventuelle utilisation des CE en thérapie 
cellulaire dans la régénération osseuse chez des patients atteints d’ostéogenèse imparfaite 
(Figure 29) (Horwitz 2010). Par ailleurs, le phénotype multipotent de ces CSM-like, leur 
capacité de différenciation et leurs capacités fonctionnelles devront être confirmés chez 
l’homme. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 29 : Implication de l’EndoMT dans la  fibrodysplasie ossifiante progressive (FOP) et perspectives en 
thérapie cellulaire dans la régénération osseuse (d’après Horwitz 2010). 
 
d. L’EndoMT et pathologies radio-induites 
L’accumulation de preuves évidentes reliant l’EndoMT au contexte pathologique a 
stimulé au cours de ces 10 dernières années, les recherches dans le contexte de pathologies 
radio-induites. Les travaux de Frid et al font partie des premières études associant l’EndoMT 
à l’irradiation. Bien que ces auteurs n’aient pas utilisé l’irradiation dans le but d’induire 
l’EndoMT, leurs résultats ont permis de révéler qu’une exposition de 30 Gy favorise 
l’acquisition d’une morphologie allongée et l’expression d’α-SMA chez les BAECs, 
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suggérant un processus d’EndoMT (Frid et al. 2002). En 2013, l’équipe de Lee s’est 
intéressée aux effets secondaires de l’irradiation sur le développement de maladies 
cardiovasculaires. Ceci s’explique notamment par l’apparition de pathologies secondaires de 
type athérosclérose accélérée, observées en clinique chez certains patients des années après 
une radiothérapie thoracique, dont les mécanismes impliqués restent à être élucidés. La 
réponse inflammatoire soutenue et la présence de fibroblastes sont autant de facteurs qui ont 
poussé ces auteurs à émettre l’hypothèse que l’EndoMT pouvait être impliquée dans le 
développement de l’athérosclérose radio-induite. Leurs résultats ont révélé que l’irradiation 
induit l’EndoMT dans un modèle de CE aortiques humaines (HAoECs) et que cet effet est 
exacerbé en présence de LDL oxydés (Low Density Lipoprotein), acteurs clefs dans le 
processus d’athérogenèse (Kim et al. 2013). De plus, lorsque les CE sont traitées avec des 
LDL oxydés sans être irradiées, ces dernières acquièrent un phénotype mésenchymateux 
caractéristique de l’EndoMT. Ces résultats ont été confirmés in vivo via l’utilisation de souris 
déficientes pour l’apolipoprotéine E (ApoE-/-) qui présentent la caractéristique de former des 
plaques d’athérome après irradiation. L’analyse par co-marquage en immunofluorescence a 
révélé la présence de cellules double positives pour le CD31 et l’α-SMA chez ces animaux. 
Ces résultats révèlent donc que la présence des LDL oxydés suffit à elle seule à induire 
l’EndoMT et que ce phénomène est accentué par l’irradiation et pourrait participer au 
développement de la fibrose cardiaque. Enfin, cette même équipe a récemment mis en cause 
le processus d’EndoMT dans le développement de la fibrose pulmonaire radio-induite. D’un 
point de vue mécanistique, ces auteurs ont montré que l’irradiation favorise dans un premier 
temps l’hypoxie tissulaire et l’expression de HIF-1α (Hypoxia-Inducible Factor-1α), qui à son 
tour participe à l’activation de l’EndoMT via la voie TGF-β/Smad (Choi et al. 2015). 
L’utilisation d’un agent inhibiteur de HIF-1α (le 2-ME), permet de bloquer la formation des 
filaments d’actine cytoplasmiques, l’expression de l’α-SMA et restaure l’expression de la VE-
cadhérine. Ces résultats ont été confirmés in vivo dans un modèle d’irradiation stéréotaxique 
pulmonaire de 90 Gy chez la souris où l’injection de 2-ME assure l’inhibition de l’EndoMT et 
réduit le développement de la fibrose pulmonaire. 
L’ensemble de ces résultats permet donc de confirmer l’existence d’un lien reliant 
l’EndoMT au contexte pathologique chez l’homme adulte (Figure 30). Des efforts ont été 
effectués ces dernières décennies afin d’améliorer les connaissances sur les mécanismes 
cellulaires et moléculaires de l’EndoMT. Néanmoins, de nombreuses zones d’ombre 
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Figure 30 : Principales pathologies associées à l’EndoMT. 
 
4. Régulation de l’EndoMT : un système complexe
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GRQWFHOOHVSUpVHQWpHVSUpFpGHPPHQW/DPXOWLSOLFDWLRQGHVpWXGHVVXUODFRPSUpKHQVLRQGHFH
SKpQRPqQHDSHUPLVG¶LGHQWLILHUOHVYRLHV7*)ȕHW1RWFKFRPPHGHVDFWHXUVFOHIVLQLWLDWHXUV
GH O¶(QGR07PDLV pJDOHPHQW GHPHWWUH HQ OXPLqUH OD FRPSOH[LWp H[LVWDQWH DX UHJDUG GHV
FRPPXQLFDWLRQVHQWUHOHVQRPEUHX[PpFDQLVPHVUpJXODQWFHSURFHVVXV&RPPHQRXVYHQRQV
GH OH YRLU OD SUpVHQFH GH F\WRNLQHV SURLQIODPPDWRLUHV VHPEOH rWUH O¶pYqQHPHQW
HQYLURQQHPHQWDO PDMHXU UHVSRQVDEOH GH O¶LQGXFWLRQ GH O¶(QGR07 /D WUDQVLWLRQ GHV &(
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apparaît comme un mécanisme complexe dont l’activation et la spécificité de la signature 
protéique dépendent de divers facteurs environnementaux, de la nature du tissu et du type de 
CE (Paruchuri et al. 2006). Au niveau cellulaire, cette spécificité de la signature protéique 
pourrait s’expliquer par une activation concomitante ou différée de plusieurs voies de 
signalisation cellulaire majeures en réponse au microenvironnement. A ce jour, deux 
principales voies de signalisation ont été identifiées comme indispensables à la spécialisation 
cellulaire précoce et à l’initiation de l’EndoMT. Il est admis que la voie Notch est nécessaire 
dans la phase d’initiation de l’EndoMT alors que la voie TGF-β, en synergie avec la voie 
Notch, favorise la transdifférenciation des CE en cellules mésenchymateuses et l’invasion du 
tissu conjonctif. La coopération de ces deux voies assure dans un premier temps la formation 
des coussins endocardiques, puis enclenche la cascade d’évènements nécessaires à la 
maturation des valves et du septum. Bien que d’autres voies de signalisation soient également 
impliquées dans la régulation de l’EndoMT (voie Wnt et BMP), seules les voies les plus 
décrites, TGF-β et Notch seront développées dans la suite de ce chapitre. 
 
a. Le TGF-β : un acteur clef dans l’induction de l’EndoMT 
Le rôle du TGF-β dans l’acquisition du phénotype myofibroblastique via l’EndoMT 
est aujourd’hui incontesté. De nombreux travaux ont corrélé à la fois in vitro et in vivo chez 
l’animal, mais aussi chez l’homme, la présence de cette cytokine avec l’acquisition d’un 
phénotype mésenchymateux par les CE aussi bien dans un contexte physiologique (Arciniegas 
et al. 1992; Goumans et al. 2008), que pathologique (Lin et al. 2012). Par ailleurs, la cinétique 
d’expression temporelle et spatiale des trois isoformes du TGF-β serait à la base de la 
valvulogenèse. En effet, l’expression précoce des TGF-β1 et 2 au niveau de l’AVC et de 
l’endocarde suggère que ces ligands jouent un rôle dans l’induction de l’EndoMT 
embryonnaire, tandis que l’expression plus tardive du TGF-β3 restreinte aux coussins 
endocardiques, serait impliquée dans le remodelage et la maturation des valves (Garside et al. 
2013). En plus de la valvulogenèse, l’EndoMT dépendante de la voie TGF-β-Smad2/3 a 
également été mise en évidence dans le remodelage vasculaire dans un modèle d’interposition 
d’un greffon veineux dans l’artère fémorale chez l’homme et la souris, soutenant la place 
centrale de cette voie de signalisation dans l’EndoMT (Cooley et al. 2014). Bien que les 
cytokines pro-inflammatoires (IL-1β, IL-6 et TNF-α) soient également capables d’induire 
l’EndoMT in vitro, la présence du TGF-β semble indispensable pour favoriser l’acquisition 
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Figure 31 : Rôle de la voie TGF-ɴ  dans l’équilibre stimulation/inhibition  
de la prolifération endothéliale. 
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Au niveau moléculaire, l’activation de la voie TGF-β favorise l’expression de 
nombreux facteurs de transcription jouant un rôle prépondérant dans la plasticité endothéliale 
à la fois dans un contexte physiologique et pathologique (van Meeteren et al. 2012). Parmi 
eux, les facteurs de transcription Snail-1, Slug (ou Snail-2), ZEB1 (Zinc finger E-box-Binding 
homeobox 1), SIP1 (Smad Interacting Protein 1) et Twist ont été identifiés comme impliqués 
dans l’induction de l’EMT (Yoshimatsu et al. 2011; Saito 2013). L’existence de nombreuses 
similitudes entre l’EMT et l’EndoMT ont permis d’orienter les recherches mécanistiques sur 
l’EndoMT vers ces principaux effecteurs. Les résultats obtenus in vitro s’accordent à 
démontrer l’importance de ces effecteurs dans le processus d’EndoMT en réponse au TGF-β2 
dans différents types cellulaires, avec une implication particulière des facteurs Snail-1 et Slug 
(Paruchuri et al. 2006; Kokudo et al. 2008). La place centrale du TGF-β2 dans l’induction de 
l’EndoMT a été confirmée via l’utilisation d’un inhibiteur pharmacologique du TβR-I qui est 
associée avec une réduction de l’expression de Snail-1 et une conservation du phénotype 
endothélial (Kokudo et al. 2008). Snail-1 est un facteur de transcription en doigt de zinc 
capable de s’associer et de former un complexe avec les protéines Smad3 et Smad4. Ce 
complexe activé cause l’inhibition des protéines des jonctions cellulaires type E- et VE-
cadhérine en se fixant au sein d’une région spécifique du promoteur de ces gènes, et favorise 
l’expression des protéines mésenchymateuses (Lopez et al. 2009; Jimenez 2013). Bien que 
Snail-1 soit impliqué dans l’EndoMT, il a cependant été montré que son expression ne suffit 
pas à elle seule à induire la transition, suggérant la présence concomitante d’autres acteurs 
cellulaires nécessaires au switch phénotypique des CE. Cette hypothèse a été confirmée par 
les travaux de Medici et al qui ont montré que l’expression de Snail-1 dépend à la fois de 
l’activation de la voie dépendante des Smads, via Smad4, mais également via une voie 
indépendante faisant intervenir les protéines PI3K (Phosphoinositide 3-kinase)/AKT (ou 
PKB, Protein Kinase B), la p38 MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) et ERK1/2 
(Extracellular signal-Regulated Kinases 1/2) (Medici et al. 2011). Ces mêmes auteurs ont pu 
confirmer que l’expression de Snail-1 est dépendante de la voie GSK-3β (Glycogen Synthase 
Kinase-3β). En conditions basales, l’expression de Snail-1 est bloquée par l’action de la GSK-
3β, mais la présence du TGF-β2 entraine une activation de la PI3K qui assure à son tour 
l’activation d’AKT. L’activation de cette dernière protéine va avoir pour conséquence une 
inhibition par phosphorylation de la GSK-3β et in fine, une augmentation de l’expression de 
Snail-1 impliquée dans l’EndoMT (Medici et al. 2011). 
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Le TGF-β ayant une action pléiotropique, sa fixation sur son récepteur stimule 
l’activation parallèle de plusieurs voies de signalisation intracellulaire impliquées dans la 
régulation de l’expression de Snail-1 (van Meeteren et al. 2012). Il a par exemple été montré 
que l’activation du récepteur au TGF-β favorise l’activation des protéines c-Abl (c-Abelson 
tyrosine kinase) et la PKC-δ (Protein Kinase C-δ), qui sont impliquées dans la prolifération et 
la différenciation cellulaire (Li et al. 2011). De manière intéressante, l’absence de FGF dans le 
milieu de culture de CE humaines favorise l’acquisition d’un phénotype CML-like au bout de 
14 jours, caractérisé par l’expression de la calponine et de la SM22α, et par à l’activation des 
isoformes de la PKC. Ceci s’explique notamment par une diminution de l’expression des 
miRNA de la famille let-7 en absence de FGF, dont le rôle est de maintenir un faible niveau 
d’expression du TβR-I à la surface des CE (Chen et al. 2012). L’utilisation d’inhibiteurs de la 
PKC permet de prévenir le phénotype mésenchymateux causé par l’absence de FGF mettant 
en évidence son rôle dans l’EndoMT (Ishisaki et al. 2004). Ces précédents résultats ont été 
confirmés via l’utilisation d’autres inhibiteurs pharmacologiques de c-Abl et de la PKC-δ 
(l’Imatinib et la Rottlerin) dont la présence est associée avec une diminution de l’expression 
de Snail-1 induite par le TGF-β et une réduction de l’EndoMT dans un modèle de CE 
pulmonaires de souris (Li et al. 2011). En revanche, l’inhibition respective de c-Abl et de la 
PKC-δ n’a aucune influence sur la phosphorylation de Smad 2/3 révélant que l’activation de 
la voie des Smads se fait de façon indépendante de l’activation de ces deux protéines. 
 
b. La voie Notch dans l’initiation de l’EndoMT 
La voie canonique Notch est un système de signalisation hautement conservé au cours 
de l’évolution et est indispensable au développement embryonnaire chez les vertébrés. Elle 
contrôle le devenir cellulaire, l’organogenèse, et joue un rôle particulier dans le 
développement cardiovasculaire (formation des valves) ainsi que dans la morphogenèse et le 
remodelage vasculaire chez l’homme. La présence de mutations dans les gènes acteurs de 
cette voie peut conduire à sa dysfonction et est sans surprise associée à de graves pathologies 
souvent létales pour l’homme (Lai 2004). Tout comme pour la voie du TGF-β, la voie Notch 
influence le devenir cellulaire (prolifération, différenciation et aussi l’apoptose) en contrôlant 
l’expression d’une multitude de gènes via l’activation ou au contraire, la répression de 
facteurs de transcription tissus spécifiques. A ce jour, quatre récepteurs membranaires ont été 
identifiés : Notch1 à 4, et cinq ligands (Delta-like) Dll1, Dll3, Dll4, Jagged1 et Jagged2,  dont 
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l’expression est observée dans la plupart des types cellulaires et particulièrement dans les CE 
cardiaques (Noseda et al. 2004; Bray 2006). L’interaction entre un récepteur Notch (cellule 
réceptrice) et son ligand (cellule émettrice) entraine une cascade de clivages protéolytiques du 
récepteur d’abord initiée par l’action de métalloprotéases de la famille ADAM (A Disintegrin 
And Metalloproteinase). Puis, un second clivage par la γ-sécrétase permet la libération du 
fragment C-terminal intracellulaire appelé NotchIC (Figure 32). Après la translocation 
nucléaire de ce fragment, ce dernier agit comme un signal de coactivation en s’associant avec 
les protéines CSL liées à l’ADN, à savoir CBF1/RBP-Jκ (Recombining Binding Protein 
suppressor-Jκ)/ Su(H) / LAG-1 et son coactivateur Mastermind (MAML, MAsterMind-Like 
protein) (Bray 2006). Ainsi, la voie Notch activée assure la transactivation de gènes cibles 
dont les répresseurs transcriptionnels appartenant à la famille Hes (Hairy and Enhancer of 
Split), à la famille Hesr ou Hey (Hairy/Enhancer  of split-related with YRPW motif) et 
Lunatic fringe (Lnfg) (Mayeuf et al. 2011). Ces acteurs, aussi bien les ligands/récepteurs que 
les gènes cibles, sont retrouvés surexprimés au stade embryonnaire au niveau du cœur avec 
une activation de cette voie particulièrement soutenue par les CE et les cellules 
périvasculaires (Saito 2013). Une inactivation de cette voie (délétion de RBP-Jκ) entraine une 
létalité embryonnaire chez la souris et est associée avec une réduction de la différenciation 
des cellules épicardiques et périvasculaires en cellules musculaires (Saito 2013). Enfin, seul 
un nombre restreint de gènes cibles de la voie Notch a été identifié à ce jour dont la majorité 
appartient aux familles Hes et Hesr/Hey, plaçant ces derniers comme les principaux effecteurs 
de cette voie. 
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Figure 32 : Principaux acteurs de la voie canonique Notch. Fixation d’un récepteur Notch (1-4) présent à la 
surface d’une cellule réceptrice avec son ligand (Dll 1-4 ou Jagged 1-2) exprimé par une cellule émettrice. 
Libération du fragment intracellulaire de Notch (NotchIC) par clivage protéolytique initié par la 
métalloprotéinase de la famille ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase)͕ ƐƵŝǀŝĞ ĚĞ ů͛ĂĐƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ɶ-
sécrétase. Translocation nucléaire de NotchIC et fixation sur ses gènes cibles (gènes codant pour les facteurs 
de transcription de la famille Hes-Hey). 
 
/HU{OHGHODYRLH1RWFKGDQVO¶LQGXFWLRQGHO¶(QGR07SK\VLRORJLTXHDpWpPLVHQ
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-DJJHG VXIILW j HOOH VHXOH j LQGXLUH GHV FKDQJHPHQWV PRUSKRORJLTXHV HW SURWpLTXHV
FDUDFWpULVWLTXHV GH O¶(QGR07 1RVHGD HW DO  &HWWH PrPH pTXLSH D PRQWUp SRXU OD
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.DOOXUL 'H IDoRQ LQWpUHVVDQWH LO D pWp
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montré que l’EndoMT dépendante de Notch est restreinte aux cellules exprimant les 
récepteurs Notch activés et ne dépend pas de l’activation de facteurs exogènes. Enfin, ces 
travaux ont pu confirmer in vivo par technique d’hybridation in situ, que l’expression des 
fragments Notch1, 4 et de Jagged1 coïncide de façon spatiale et temporelle avec l’observation 
de l’EndoMT au cours du développement, à savoir entre 9,5 et 10,5 jours embryonnaires. Ces 
observations ont par la suite été corroborées par d’autres travaux montrant l’activation de la 
voie Notch au sein de l’endocarde embryonnaire (Timmerman et al. 2004). 
Par la suite, l’utilisation de modèles de souris transgéniques a permis de mieux définir 
la place de la voie Notch dans l’induction de l’EndoMT in vivo. De manière surprenante, il a 
été montré que les souris surexprimant Notch1 spécifiquement dans le compartiment 
endothélial montrent une désorganisation du réseau vasculaire ainsi que des altérations 
majeures de l’architecture de ce dernier (hémorragies), associées à une importante mortalité 
de ces animaux entre 9,5 et 10,5 jours embryonnaires (Liu et al. 2014). Au niveau 
moléculaire, l’activation de la voie Notch est associée avec une importante expression de 
Snail1 et des marqueurs mésenchymateux ainsi qu’une diminution des protéines endothéliale, 
au niveau des valves cardiaques (Timmerman et al. 2004; Liu et al. 2014). Ces résultats ont 
permis de confirmer que la surexpression de Notch1 induit une EndoMT endocardique 
excessive qui est corrélée avec un élargissement du myocarde et la formation de valves 
hyperplasiques. Dans le cas contraire, les analyses histologiques de tissus d’embryons de 
poissons ayant reçu par injection un inhibiteur de Notch ont révélé la présence d’une atrophie 
des coussins endocardiques confirmant la place essentielle de la voie Notch au cours de 
l’embryogenèse (Timmerman et al. 2004). D’autres travaux ont pu mettre en lumière le rôle 
de la voie Notch dans l’induction de l’EndoMT dans un modèle de CE de cornée. Dans cette 
étude, l’acquisition du phénotype mésenchymateux est associée avec une augmentation des 
acteurs de la voie Notch et l’ajout d’un inhibiteur de la γ-sécrétase permet d’inhiber la 
transition des CE, confirmant l’importance de cette voie dans l’initiation de l’EndoMT (Li et 
al. 2013). 
 
c. Hey2 : un acteur potentiel de l’EndoMT dépendante de Notch 
Parmi les gènes régulés par la voie Notch, ceux de la famille Hesr/Hey sont identifiés 
comme les principales cibles directes de cette voie, et constituent donc des acteurs potentiels 
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dans la régulation de l’EndoMT. Comme nous le verrons de manière plus détaillée dans la 
partie Discussion & Perspectives, ce travail de thèse s’est également concentré sur le rôle 
potentiel du facteur de transcription Hey2 dans l’induction de l’EndoMT dans le 
développement de la fibrose intestinale radio-induite. Pour cette raison, le prochain 
paragraphe sera essentiellement orienté vers cet acteur et dressera le bilan des connaissances 
actuelles sur ce dernier. 
Les membres de la famille Hesr/Hey sont identifiés comme les principaux effecteurs 
de la voie Notch au cours du développement (Iso et al. 2003). Ils jouent un rôle essentiel au 
cours de la valvulogenèse, de la vasculogenèse et participent à la différenciation neuronale 
ainsi qu’au remodelage osseux (Fischer et al. 2003; Zanotti et al. 2013). Ces gènes codent 
pour des facteurs de transcription de type bHLH (basic Helix-Loop-Helix), motif particulier 
autorisant leur liaison à l’ADN des gènes cibles. On distingue chez l’homme et la souris trois 
gènes appartenant à cette famille, Hey1, -2, -Like (-L), qui agissent en tant que répresseurs 
transcriptionnels tissu-spécifiques (Iso et al. 2003; Kokubo et al. 2005a). Au cours de 
l’embryogenèse, seuls Hey1 et Hey2 montrent un profil d’expression dynamique dans la 
formation du cœur entre 8,5 et 10,5 jours embryonnaires chez la souris et le rat (Leimeister et 
al. 1999; Chin et al. 2000), et l’observation d’une expression temporelle similaire suggère une 
certaine redondance dans leurs fonctions biologiques. Leur expression chute après la 
naissance, lorsque la maturation cardiaque est atteinte, et devient quasiment indétectable dans 
le cœur adulte. Hey2 reste néanmoins exprimé de manière importante au niveau de l’aorte 
chez l’homme adulte (Chin et al. 2000).  
Les mécanismes régulant l’expression de ces facteurs sont actuellement mal connus et 
les fonctions biologiques restent à être déterminées de manière plus précise. On sait seulement 
aujourd’hui que ces facteurs sont indispensables à la cardiogenèse et la morphogenèse 
vasculaire. Chez l’homme, la présence de deux mutations silencieuses a été observée au sein 
du gène Hey2 sans pour autant être corrélée avec le développement de maladies congénitales 
cardiaques (Fischer et al. 2004a). In vivo, la génération de modèles KO pour chacune de ces 
trois isoformes a permis de révéler que les délétions de Hey1 et HeyL ne sont pas délétères 
pour les animaux (absence de phénotype particulier) (Fischer et al. 2004b), en revanche la 
délétion spécifique de Hey2 entraine des retards de croissance et des cardiomyopathies 
sévères (valves hypoplasiques) associés à une létalité autour des 10 premiers jours (Sakata et 
al. 2002; Kokubo et al. 2013). De plus, la génération d’un modèle de souris double KO pour 
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Remodelage angiogénétique 
Décision vers un phénotype artériel 
Hey1 et Hey2 (Hey1+/- Hey2-/-)  est associée avec une létalité à l’âge adulte et présente un 
phénotype similaire à celui observé lors d’une délétion globale de Notch1 (Fischer et al. 
2004b). Ceci permet de confirmer le rôle essentiel de Hey2 dans la l’ontogenèse cardiaque. 
Malgré ces observations, l’analyse individuelle des gènes Hesr/Hey n’a pas permis de 
déterminer le rôle précis de chacun de ces facteurs dans les évènements cellulaires 
cardiovasculaires dépendants de la voie Notch. De plus, le phénotype causé par la délétion des 
gènes Hesr/Hey paraît être variable selon le fond génétique et l’espèce animale utilisée, 
rendant la compréhension de cette voie plus complexe (Sakata et al. 2002; Fischer et al. 
2004a). En effet, l’inhibition de l’homologue de Hey2 chez le poisson zèbre, Gridlock, est 
associée à des altérations du système vasculaire alors que chez la souris, cette même délétion 
engendre essentiellement des malformations cardiaques sans causer d’atteintes vasculaires 
majeures (Fischer et al. 2003). La variabilité de ces phénotypes peut s’expliquer par une 
redondance partielle et une complémentation entre les fonctions des facteurs Hesr/Hey dans le 
développement vasculaire (Sakata et al. 2002; Fischer et al. 2004b). Néanmoins, les 
connaissances actuelles sur ces facteurs de transcription permettent d’associer leur expression 
avec l’identité de la lignée vasculaire artérielle/veineuse (Figure 33). En effet, la co-expression 
de Hey1 et Hey2 serait favorable à la spécialisation endothéliale vers un phénotype artériel 
via l’expression de l’éphrine-B2, le CD44 et la neuropiline1 (Chi et al. 2003). Cependant, 
aucune étude n’a pour le moment démontré de façon formelle comment les gènes Hey 
orientent le devenir des angioblastes. D’autres études s’avèrent donc nécessaires afin de 
déterminer comment ces facteurs participent à la maturation endothéliale (Fischer et al. 
2004b). 
 
 
 
 
 
 
Figure 33 : Transduction du signal Notch1/Jag1/Hey1-Hey2 dans la cellule endothéliale : contrôle de la 
spécialisation artérielle (d’après Fischer et al. 2004). 
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Concernant les mécanismes associés aux facteurs Hey, les travaux de Kokubo et al ont 
pu montrer une relation entre la double inactivation de Hey1 et Hey2 chez la souris et une 
diminution du processus d’EndoMT au sein des valves (Kokubo et al. 2005b). De plus, la 
délétion génétique de Hey2 entraine des malformations des valves suggérant qu’Hey2 serait 
un acteur majeur dans la régulation ces phénomènes. Par ailleurs, une étude portant sur le 
remodelage vasculaire a permis de relier l’expression d’Hey2 à l’ontogenèse vasculaire in 
vivo. De façon intéressante, ces auteurs ont constaté une diminution de la prolifération et de la 
migration des CMLVs en réponse au PDGF et à l’HB-EGF (Heparin-Binding Epidermal 
Growth Factor) dans un modèle de souris déficientes pour Hey2 (Hey2+/-) (Sakata et al. 2004). 
Enfin, quelques études ont pu mettre en relation la surexpression de Hey2 avec le processus 
d’EndoMT dans des contextes de sarcome de Kaposi, et de surexpression de RUNX3 (Runt-
related transcription factor 3), une autre cible de Notch (Fu et al. 2011; Gasperini et al. 2012). 
L’ensemble de ces résultats vient donc soutenir l’hypothèse quant au rôle de Hey2 dans la 
régulation de l’EndoMT et l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux/migratoire par les 
CE. L’éventuelle participation de Hey2 dans l’EndoMT radio-induite constitue une 
perspective de recherche attrayante et d’autres études sont nécessaires afin de déchiffrer les 
mécanismes moléculaires situés en aval de Hey2. 
 
d. Interaction des voies Notch et TGF-β dans l’induction de l’EndoMT 
L’hypothèse d’une interaction/synergie entre les voies TGF-β et Notch dans 
l’induction de l’EndoMT a été suggérée suite à l’observation de nombreuses similarités 
phénotypiques et l’existence de gènes cibles communs à ces voies (Garside et al. 2013). Les 
travaux de Fu et al ont permis une avancée significative concernant les mécanismes 
moléculaires régissant l’activation de ces deux voies au sein de l’endothélium. Leurs travaux 
novateurs ont révélé qu’une inhibition pharmacologique de Notch permet de réduire 
l’expression de Smad3 induite par le TGF-β. Ceci suggère que Notch régule les gènes cibles 
de la voie TGF-β. Au niveau moléculaire, cet effet passe  par une inhibition des R-Smads 
ALK1/Smad1, de ALK5/Smad2, et une activation d’ALK5/Smad3 et de ses gènes cibles PAI-
1, Hey1, Hey2, HeyL et CTGF (Fu et al. 2009). Ces auteurs ont également mis en évidence 
l’existence d’une synergie entre Notch et TGF-β qui passe par le recrutement de Smad3 et 
l’expression accrue de ses gènes cibles. D’autres études ont confirmé ces précédentes 
observations et ont révélé que la voie Notch agit en amont de la voie TGF-β et contrôle 
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également l’expression de gènes indispensables à la différenciation des CE en cellules 
musculaires, à savoir l’α-SMA et la SM22α. Noseda et al ont en effet pu montrer que l’α-
SMA est une cible directe de la voie Notch (Noseda et al. 2006). Ceci appuie par ailleurs le 
rôle de Notch dans l’induction de l’EndoMT. Ce dernier point a été confirmé par les travaux 
de Timmerman et al qui ont mis en évidence une diminution de l’expression du TGF-β2 ainsi 
qu’une réduction de l’EndoMT dans des embryons de souris déficients pour Notch1 et RBP-
Jκ (Timmerman et al. 2004). 
La présence d’interactions complexes entre ces deux voies a de même été appuyée par 
l’identification d’effecteurs communs, à savoir les facteurs de transcription de la famille 
Snail. En effet, plusieurs travaux s’accordent à démontrer in vitro que l’activation de la voie 
Notch est corrélée avec la surexpression des facteurs de transcription Snail1 et Slug, facteurs 
également identifiés comme les principaux effecteurs de la voie TGF-β (Niessen et al. 2008; 
Liu et al. 2014). Cependant, certaines discordances subsistent quant aux gènes cibles régulés 
par la voie Notch. En effet, il a été montré que l’activation de Notch est corrélée avec une 
surexpression de Snail1, sans influence sur Slug (Timmerman et al. 2004). Au contraire, 
Niessen et al ont observé dans leurs conditions que la surexpression de Notch favorise 
l’expression de Slug et n’a pas d’influence sur celle de Snail1 (Niessen et al. 2008). Ces 
derniers expliquent que ces différences pourraient être dues à l’influence du 
microenvironnement sur l’activation cellulaire.  
Bien que certaines interrogations persistent sur l’identité exacte des gènes régulés par 
Notch, peu de doutes existent quant à la réalité d’interactions fonctionnelles entre les voies 
Notch et TGF-β (Kluppel et al. 2005). Notch apparaît comme un modulateur direct de la voie 
TGF-β en régulant positivement/négativement les effecteurs de cette dernière. Ainsi, ces deux 
voies participent ensemble de manière indépendante et synergique dans l’initiation et la 
régulation de l’EndoMT dans le développement des valves cardiaques au cours de 
l’embryogenèse (Figure 34). 
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Figure 34 : Représentation simplifiée des principales voies de signalisation intracellulaire impliquées dans 
l’EndoMT (adapté à partir de Jimenez 2011). Implication des voies TGF-ɴ-Smad 2/3 ; de la voie Notch, de la 
voie Wnt et de l’Endothéline-1 (ET-1) dans l’induction de l’EndoMT. 

5. L’EndoMT comme cible thérapeutique anti-fibrosante 
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modèle de souris surexprimant le HGF a pu mettre en évidence une diminution significative 
de la fibrose cardiaque associée à une réduction de l’expression des marqueurs de la fibrose 
(Okayama et al. 2012). Concernant les mécanismes mis en jeu, ces travaux ont pu montrer 
que cette diminution est corrélée avec l’inhibition du processus d’EndoMT chez les animaux. 
Ceci suggère que ce processus occupe une place non négligeable dans l’évolution de la 
fibrose cardiaque dans ce modèle. Comme évoqué précédemment, la voie canonique du TGF-
β joue un rôle central dans l’induction de l’EndoMT dans de multiples pathologies. 
L’inhibition spécifique de cette voie constitue donc une cible de choix, stratégie la plus 
couramment utilisée dans l’inhibition de l’EndoMT. Chez la souris, l’injection d’anticorps 
anti-TGF-β1 et l’inhibition de ses effecteurs (Smad2/3) par l’utilisation d’ARN interférents, 
est associée avec une réduction significative du nombre de cellules en EndoMT ainsi qu’à une 
diminution de l’épaississement néointimal couramment observé dans un contexte de greffe 
veineuse (Cooley et al. 2014). De manière plus précise, ces mêmes auteurs ont montré que 
l’activation des Smads 2 et 3 favorise la transcription des gènes cibles Snail1, Slug et Twist, 
directement impliqués dans le processus d’EndoMT aussi bien chez la souris que chez 
l’homme. Une autre étude récente a pu montrer qu’une l’inhibition partielle du TGF-β (souris 
TβR-II+/-), est associée avec une réduction de l’EndoMT, une augmentation de l’angiogenèse 
ainsi qu’une amélioration globale de la fibrose chez les animaux (Xavier et al. 2015). 
L’inhibition spécifique des effecteurs de la voie TGF-β constitue également une approche 
intéressante. L’administration continue de l’inhibiteur spécifique de Smad3 (SIS3) entraine 
une inhibition de l’EndoMT et une réduction significative du nombre de myofibroblastes dans 
un modèle de néphropathie diabétique chez la souris (Li et al. 2010). Les travaux de Zeisberg 
et al ont quant à eux démontré le rôle bénéfique du rhBMP-7 sur les fibroses rénale et 
cardiaque via une inhibition des processus d’EMT et d’EndoMT. Au niveau moléculaire, cet 
effet passe par une activation de la voie des Smads 1/5/8 ainsi qu’une stimulation des 
promoteurs de la E- et VE-cadhérine (Zeisberg et al. 2007b) 
Un certain nombre de recherches s’oriente actuellement vers le développement et 
l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques de l’EndoMT avec l’obtention de résultats très 
encourageants. Wu et al ont par exemple montré le rôle bénéfique de l’administration du 
Cinacalcet (CINA), un agent mimétique du calcium, dans la réduction des fibroses rénale et 
cardiaque chez le rat (Wu et al. 2014a; Wu et al. 2014b). Ces auteurs ont pu montrer que cet 
effet passe par une diminution du taux sérique de la PTH (ParaThyroid Hormone) qui est 
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directement corrélée avec l’inhibition de l’EndoMT et le développement de la fibrose. Des 
résultats similaires ont été observés après injection de Scutellarine, molécule d’origine 
végétale utilisée dans les pathologies cérébrovasculaires possédant des propriétés anti-
apoptotiques, anti-inflammatoires et antioxydantes. L’utilisation de cette molécule est 
associée avec une amélioration des fonctions cardiaques, une inhibition de l’EndoMT et une 
réduction de la fibrose cardiaque chez le rat (Zhou et al. 2014a). Enfin, l’utilisation du 
Losartan, un inhibiteur de l’angiotensin II-receptor-1 (AT-1), a également montré des résultats 
prometteurs concernant l’inhibition de l’EndoMT dépendante de la voie TGF-β non 
canonique in vitro (Wylie-Sears et al. 2014). Par ailleurs, cette molécule est utilisée en essais 
cliniques (phase I et II) chez des patients atteints du syndrome de Marfan (affection du tissu 
conjonctif) (Akhurst et al. 2012), et d’autres études sont nécessaires afin de confirmer son rôle 
dans l’inhibition de l’EndoMT in vivo.  
 
 
Le nombre d’études reliant l’EndoMT au contexte pathologique a considérablement 
augmenté ces dix dernières années. Ce phénomène apparaît comme un acteur central du 
processus pathologique, notamment dans le développement de la fibrose. La réponse 
inflammatoire observée après irradiation rassemble l’ensemble des éléments exogènes 
propices à l’initiation de l’EndoMT. Ainsi, l’EndoMT représente un candidat idéal dans le 
développement de la fibrose intestinale radio-induite.  
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Problématique & Objectifs 
 
 La toxicité digestive radio-induite a longtemps été laissée de côté par l’ensemble du 
corps médical. Néanmoins, l’augmentation significative du nombre de patients concernés par 
ces séquelles digestives radio-induites a forcé une prise de conscience quant à la réalité de ces 
effets secondaires. En ce sens, les dommages radio-induits à l’intestin sont aujourd’hui 
identifiés comme étant une pathologie à part entière et sont regroupés sous le terme de 
« Pelvic Radiation Disease ». Parmi les tissus particulièrement vulnérables lors d’un 
traitement par radiothérapie, le rectum est considéré comme un OAR dans le traitement du 
cancer de la prostate. L’irradiation du rectum génère un ensemble de symptômes liés à la mise 
en place d’une réponse inflammatoire puis cicatricielle appelée la rectite radique. Parmi les 
mécanismes cellulaires impliqués dans la réponse aux rayonnements ionisants, l’endothélium 
vasculaire occupe une place centrale dans l’évolution de cette pathologie. C’est dans ce 
contexte que s’orientent les recherches du Laboratoire de Recherche en Radiobiologie et 
Radiopathologie (L3R), qui considère que les évènements vasculaires précoces sont 
déterminants dans le devenir tissulaire et la qualité de la cicatrisation après irradiation. Dans 
ce contexte, l’EndoMT est apparue être un processus de choix dans l’initiation et le 
développement de la rectite radique pour plusieurs raisons : (i) tout d’abord, la séquence 
d’évènements impliqués dans l’activation endothéliale radio-induite est aujourd’hui bien 
connue ; (ii) l’irradiation induit la mise en place d’une réponse inflammatoire aiguë et 
chronique propice à l’EndoMT ; (iii) la fibrose radique fait partie des lésions chroniques 
observées au long terme. Tout autant d’arguments qui laissaient penser que l’EndoMT pouvait 
jouer dans le développement de la rectite radique.  
Ainsi les objectifs de cette étude se sont concentrés sur trois axes principaux. Dans un 
premier temps, démontrer l’existence de l’EndoMT radio-induite in vivo chez la souris, 
puis de caractériser ce processus in vitro à partir de CE macro (HUVECs) et 
microvasculaires (HIMECs). Enfin, le dernier objectif de ce travail a consisté à 
décrypter les mécanismes moléculaires mis en jeu via une approche in vitro. 
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Résultats 
 
Article 1 : Identification de l’EndoMT comme acteur potentiel dans le développement de 
la rectite radique 
Travaux publiés en premier auteur dans « The American Journal of Pathology », Septembre 2015 
Objectifs : 
Les cellules endothéliales possèdent une plasticité cellulaire remarquable leur permettant de 
moduler leur profil protéique et de se transdifférencier en cellules mésenchymateuses faisant 
référence au processus de transition endothélium-mésenchyme (EndoMT). En réponse à des 
signaux exogènes ou à un stress, les CE perdent l’expression de marqueurs caractéristiques 
tels que le CD31, le facteur von Willebrand (vWF), la VE-cadhérine et expriment des 
protéines mésenchymateuses, l’α-smooth muscle actin (α-SMA) et la smooth muscle 22 α 
(SM22α). Bien que l’EndoMT ait été initialement identifiée dans un contexte physiologique 
au cours de l’embryogenèse, il existe une accumulation de preuves cette dernière décennie 
permettant de relier ce phénomène avec le développement de pathologies avec une 
prédominance pour les fibroses. Ainsi, l’irradiation des tissus sains favorise la mise en place 
d’une réponse inflammatoire, dont la non-cicatrisation ou la cicatrisation pathologique des 
tissus peuvent conduire au développement d’une fibrose digestive radio-induite. La rectite 
radique chronique se développe chez 5 à 10 % des patients traités par radiothérapie pour 
tumeur prostatique en particulier. Parmi les mécanismes cellulaires impliqués dans cette 
cicatrisation pathologique, l’activation de l’endothélium vasculaire joue un rôle prépondérant 
dans l’initiation et la perduration du processus fibrotique. De récents travaux ont permis de 
mettre en évidence l’existence de l’EndoMT dans un contexte de maladies inflammatoires 
chroniques du tube digestif chez des patients atteints de maladie de Crohn et de Rectocolite 
hémorragique. Cependant, aucune étude n’a à ce jour révélé si l’EndoMT pouvait prendre part 
au développement de la fibrose intestinale radio-induite. 
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Résultats : 
L’irradiation de CE microvasculaires intestinales humaines (HIMECs) nous a permis de 
mettre en évidence le processus d’EndoMT 7 jours après une exposition à 10 Gy. Ce 
changement phénotypique est caractérisé par une activation endothéliale via la réorganisation 
du cytosquelette et des fibres d’actine (fibres de stress) après irradiation. Au niveau 
moléculaire, l’analyse de l’expression de 46 gènes a révélé une diminution globale des 
marqueurs endothéliaux (vWF, VE-cadhérine) et une augmentation de l’expression de 
marqueurs mésenchymateux dont l’α-SMA et la SM22α. L’analyse de l’expression protéique 
de ces marqueurs par immunofluorescence a révélé que certaines cellules présentaient une 
réduction du marquage vWF et une augmentation concomitante de l’immunoréactivité de l’α-
SMA après une exposition à 10 Gy. Chez l’homme, des co-marquages vWF/α-SMA effectués 
sur des coupes de rectum de patients 5 à 7 semaines après radiothérapie, ont mis en évidence 
la présence de cellules double-positives au sein des vaisseaux. L’établissement d’un score 
lésionnel a permis de révéler que l’EndoMT était présente dans les tissus les plus lésés 
associée avec un important infiltrat inflammatoire. In vivo, l’identification de l’EndoMT s’est 
basée sur l’utilisation d’un modèle préclinique de rectite radique chez des souris Tie2-GFP, 
dans lequel le gène reporteur de la protéine fluorescente verte (GFP) est exprimé sous le 
contrôle du promoteur endothélial Tie2. Les résultats obtenus à l’aide de ce modèle ont 
montré la présence de l’EndoMT dès 7 jours après une irradiation colorectale à une dose 
unique de 27 Gy. Nos résultats ont révélé que la fréquence de ce phénomène est maximale 14 
jours après exposition. Ces observations sont soutenues par une augmentation de 
l’immunoréactivité de l’α-SMA observée dès 14 jours avec une persistance accrue jusqu’à 14 
semaines après l’irradiation des animaux. Au niveau moléculaire, nous avons pu noter une 
augmentation de la phosphorylation de Smad 2/3 au sein des tissus lésés correspondant à une 
activation de la voie TGF-β, voie bien connue pour prendre part à l’initiation de l’EndoMT 
dans de nombreux contextes pathologiques. 
 
Conclusions : 
Cette étude démontre que l’irradiation induit un changement phénotypique des HIMECs vers 
l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux-like, empreinte caractéristique du processus 
d’EndoMT. In vitro, la caractérisation de l’EndoMT radio-induite a permis de montrer une 
diminution de l’expression génique et protéique du vWF et l’acquisition de l’expression de 
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l’α-SMA et de la SM22α 7 jours après une irradiation de 10 Gy. Ces travaux révèlent pour la 
première fois l’existence de l’EndoMT chez l’homme après traitement par radiothérapie. In 
vivo, l’utilisation du modèle de souris Tie2-GFP a permis d’identifier l’EndoMT dans les 
vaisseaux muqueux et sous-muqueux dans un modèle préclinique de rectite radique. 
L’ensemble de ces résultats valide donc notre hypothèse de départ quant au possible rôle de 
l’EndoMT dans l’initiation et le développement de la fibrose fréquemment observée dans un 
contexte de rectite radique chez l’homme après radiothérapie pelvienne. 
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Mucosa 
Normal : 0 
Moderately abnormal with slight inflammation : 1 
Markedly abnormal with strong inflammation: 2 
Severely abnormal with severe inflammation and loss of epithelium 
(ulceration): 3 
Muscularis Mucosa 
Normal: 0 
Markedly abnormal with slight matrix deposition and/or slight dystrophy: 1 
Severely abnormal with strong matrix deposition and/or severe dystrophy: 2 
Submucosa 
Normal: 0 
Moderately abnormal with inflammation: 1 
Moderately abnormal with oedema: 2 
Markedly abnormal with slight matrix deposition: 3 
Severely abnormal with fibrosis: 3 
Submucosal 
vessels 
Normal: 0 
Markedly abnormal with slight matrix deposition and/or slight dystrophy: 1 
Severely abnormal with strong matrix deposition and/or severe dystrophy: 2 
Muscularis Propria 
Normal: 0 
Markedly abnormal with slight matrix deposition and/or dystrophy: 1 
Severely abnormal with strong matrix deposition and/or dystrophy: 2 
Mesentery 
Normal: 0 
Markedly abnormal with slight matrix deposition: 1 
Severely abnormal with fibrosis: 2 
Mesenteric vessels 
Normal: 0 
Markedly abnormal with slight matrix deposition and/or slight dystrophy: 1 
Severely abnormal with strong matrix deposition and/or severe dystrophy: 2 
Serosa 
Normal: 0 
Markedly abnormal with slight matrix deposition: 1 
Severely abnormal with fibrosis: 2 
 
 
 
Supplemental Table 1: Semiquantitative Histopathological Scoring System. 
Histopathological scoring of radiation injury in each compartment (mucosa, muscularis 
mucosa, submucosa, muscularis propria, serosa and mesentery, as well as submucosal and 
mesenteric vessels) was assessed independently by two authors in a blinded manner. The 
individual abnormalities were assessed as normal (score = 0) or abnormal, graded according 
to severity (0 to 2 or 0 to 3). Finally, for every slide, the sum of the scores for each parameter 
in all compartments (the retrieved sum to 100) constitutes the radiation injury score. 
 
 
 
 
Article n°2 : Rôle de Hey2 dans le développement de la rectite radique 
149 
 
Article 2 : La délétion conditionnelle du gène Hey2 dans l’endothélium modère la 
sévérité de la rectite radique chez la souris 
 
Ces travaux sont en cours et seront soumis en tant que premier auteur dans « The Journal of 
European Molecular Biology Organization », EMBO Reports. 
 
Objectifs : 
Au cours de notre précédente étude nous avons pu montrer que l’irradiation induit l’EndoMT 
à la fois in vitro dans un modèle de CE microvasculaires, et in vivo dans un modèle 
préclinique de rectite radique chez la souris. De plus l’EndoMT a également été observée sur 
des coupes de tissus rectaux provenant de patients traités par radiothérapie pour 
adénocarcinome rectal suggérant l’importance de ce phénomène dans le développement des 
effets secondaires des radiothérapies. Parmi les mécanismes moléculaires impliqués, il est 
aujourd’hui admis que les voies canoniques TGF-β et Notch participent grandement à la 
régulation de l’EndoMT dans des contextes à la fois physiologique et pathologique. Nous 
avons donc cherché à caractériser l’EndoMT radio-induite dans le but d’identifier un/des 
acteur(s) moléculaires pouvant constituer une base de stratégie thérapeutique. Concernant la 
voie Notch, les facteurs de transcription Hey (Hairy and Enhancer of split-related with YRPW 
motif) sont identifiés comme les principaux effecteurs de cette voie et représentent des cibles 
de choix. Les facteurs Hey1 et Hey2 jouent un rôle essentiel dans le développement 
cardiovasculaire et la vasculogenèse embryonnaire. La génération de modèles animaux 
déficients pour ces gènes n’a cependant pas permis d’identifier le rôle précis de ces facteurs, 
toutefois, quelques études ont pu mettre en relation une surexpression du gène Hey2 avec 
l’EndoMT in vitro. Dans ce contexte, nous nous sommes concentrés sur le facteur Hey2 et 
avons essayé de déterminer le rôle de ce dernier dans l’initiation de l’EndoMT radio-induite et 
in fine, dans l’installation de la fibrose digestive radio-induite. 
 
Résultats : 
Les premiers résultats obtenus in vitro nous ont permis de confirmer que l’irradiation induit 
un changement phénotypique des HUVECs vers un phénotype mésenchymateux, 
caractéristique de l’EndoMT. Au niveau moléculaire, nous avons effectué une analyse de 
l’expression de 34 gènes et avons constaté une augmentation de l’expression des marqueurs 
mésenchymateux dont l’α-SMA, la SM22α ainsi que du TGF-β2 et de Snail2. Nous avons 
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également noté la réduction de l’expression d’un certain nombre de marqueurs endothéliaux 
tels que le vWF, VCAM-1 et Tie1. De façon intéressante, nous avons constaté que cette 
évolution phénotypique était accompagnée d’une surexpression du facteur de transcription 
Hey2, au niveau génique et confirmé au niveau protéique, dans les HUVECs 7 jours après des 
expositions à 2, 10 et 20 Gy. De plus, cette augmentation d’expression de Hey2 paraît être 
dose-dépendante avec un pic observé 10 jours post-irradiation, et est confirmée dans un 
modèle d’irradiation fractionnée (10 x 2 Gy). Une faible diminution de l’expression du facteur 
Hey1 a également été observée dans les HUVECs irradiées. Au vue de ces résultats, nous 
avons orienté notre étude sur Hey2 et essayé de déterminer si ce facteur pouvait influencer le 
développement des dommages radio-induits. Pour se faire, nous avons mis en place une 
stratégie de répression de l’expression de ce gène spécifiquement dans l’endothélium chez la 
souris, via l’utilisation de la transgénèse ciblée. Ainsi, l’irradiation de souris Hey2 KOendo a 
permis de révéler que la délétion conditionnelle de Hey2 dans l’endothélium réduit la sévérité 
des dommages tissulaires, le dépôt d’α-SMA ainsi que la fréquence de l’EndoMT 14 jours 
post-irradiation. Concernant les dommages tissulaires radio-induits, nous avons noté une 
réduction des dommages muqueux, de la perte de l’épithélium bordant, et une augmentation 
du nombre de cryptes hyperplasiques soulignant une meilleure reprise glandulaire chez les 
animaux Hey2 KOendo en comparaison avec des animaux témoins. 
 
Conclusions & Perspectives : 
Ces premiers travaux soutiennent notre hypothèse de départ quant au rôle potentiel de Hey2 
dans l’initiation de l’EndoMT radio-induite impliquée dans le développement de la fibrose 
digestive. Nous avons observé que l’irradiation induit une surexpression de Hey2 à la fois in 
vitro dans les HUVECs, et in vivo dans notre modèle de souris Hey2 KOendo pour un temps 
précoce. D’autres expériences sont en cours afin de confirmer le rôle de Hey2 dans le 
développement des lésions radio-induites pour des temps tardifs, à savoir 10 et 14 semaines 
post-exposition. In vitro, nous allons essayer de déterminer si la modulation d’expression de 
Hey2 pourrait avoir une influence sur l’expression des gènes de l’EndoMT et notamment, de 
voir si une inhibition de l’expression de Hey2 par utilisation d’ARN interférant pourrait 
permettre la conservation du phénotype endothélial après irradiation. De manière opposée, 
nous allons étudier si la surexpression de Hey2 pourrait suffire à elle seule à induire un 
phénotype d’EndoMT chez les HUVECs. 
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Conditional deletion of Hey2 in the endothelium mitigates radiation 
proctitis in mice
Elodie Mintet1, Jérémy Lavigne1, Georges Tarlet1, Valérie Buard1, Olivier Guipaud1, Marc 
Benderitter2, Jean-Christophe Sabourin3, Fabien Milliat1 and Agnès François1.  
 
1 Institute for Radiological Protection and Nuclear Safety (IRSN), Department of Radiobiology and 
Epidemiology (SRBE), Radiobiology and Radiopathology Research Laboratory (L3R), 31 Avenue de la division 
Leclerc, 92265 Fontenay-aux-Roses, France.  
2 Institut de Radioprotection et de Sureté Nucléaire (IRSN), Department of Radiobiology and Epidemiology 
(SRBE), 31 Avenue de la division Leclerc, 92265 Fontenay-aux-Roses, France. 
3 Department of Pathology, Rouen University Hospital, 76000 Rouen, France. 
 
Endothelial to mesenchymal transition 
(EndoMT) plays a significant role in heart 
development and several pathologies 
displaying tissue inflammation and fibrosis. 
We show that radiation-induced EndoMT 
occurs with concomitant Hey2 mRNA and 
protein over-expression in vitro. Conditional 
Hey2 deletion in the endothelium reduces 
EndoMT frequency and tissue damage in a 
preclinical model of radiation proctitis in 
mice. We confirm EndoMT involvement in the 
development of radiation proctitis and 
propose Hey2 as one important participant in 
radiation-induced EndoMT and tissue injury. 
 
Running title: Hey2 deletion mitigates radiation 
proctitis. 
Key words: Endothelial-to-mesenchymal 
transition/fibrosis/Hey2/proctitis/radiation. 
 
 
INTRODUCTION 
Endothelial to mesenchymal transition illustrates 
the preserved plastic properties of adult cells and 
concerns the phenotypic switch of endothelial 
cells toward mesenchymal cells (fibroblast, 
myofibroblast, smooth muscle cells). EndoMT 
was first discovered as a mechanism responsible 
for cardiac valves formation during 
embryogenesis (1). Rapidly, EndoMT appeared 
as implicated in several systemic diseases such as 
fibrodysplasia ossificans progressiva (2) or 
systemic sclerosis (3), and cardiac, renal or 
pulmonary fibrosis of varying aetiologies (4-6). 
Previous mechanistic studies highlighted TGFβ 
and Notch signalling pathways as promoting 
EndoMT (7, 8). The canonical Notch pathway is 
highly conserved in vertebrates and is essential in 
embryonic development, organogenesis and 
vascular remodelling in adults (9). Notch over-
expression is associated with excessive 
endocardic EndoMT, myocardium enlargement 
and the formation of hyperplastic valves, 
confirming the role of Notch signalling pathway 
in EndoMT (8). Activated Notch pathway carries 
out target genes transactivation among which 
transcriptional repressors of the Hes, Hers or Hey 
(hairly/enhancer of split-related with YRPW 
motif) genes (10). Among Notch targets and 
together with Hey1, Hey2 has been implicated in 
embryogenesis, and Hey2 deficiency in mice 
displays defects in cardiovascular development 
(11). By the way several studies demonstrating 
the role of Hey2 in cardiac valves formation and 
especially in endocardiac cells epithelial to 
mesenchymal transition (12). Moreover there are 
few studies pointing out the putative role of Hey2 
in stress-induced EndoMT (13, 14).  
Normal digestive tissue response to ionizing 
radiation exposure is characterized by acute 
inflammation and late fibrosis (15). We 
previously showed in a preclinical model of 
radiation proctitis in Tie2-GFP mice that 
radiation-induced tissue inflammation and 
scaring process offers environment conditions 
favouring EndoMT, and that    
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)LJ&KDUDFWHUL]DWLRQRIUDGLDWLRQLQGXFHG(QGR07SURFHVV LQ+89(&VGD\VDIWHU*\
H[SRVXUH $ 8QVXSHUYLVHG KLHUDUFKLFDO FOXVWHULQJ DQDO\VLV EDVHG RQ T3&5 DQDO\VLV VHSDUDWHG
VDPSOHVLQWRWZRPDLQJURXSRYHUH[SUHVVHGLQJUHHQDQGGRZQUHJXODWHGLQUHG%:HVWHUQ%ORW
DQDO\VLVEDVHGRQJOREDOJHQHVH[SUHVVLRQDQDO\VLV&&RLPPXQRVWDLQLQJRIYRQ:LOOHEUDQG)DFWRU
Y:) LQ UHG DQG ĮVPRRWK PXVFOH DFWLQ Į60$ 0HUJLQJ VLJQDO DSSHDUV LQ \HOORZ 2ULJLQDO
PDJQLILFDWLRQ[

(QGR07 LV DOVR SUHVHQW LQ KXPDQ UDGLDWLRQ
SURFWLWLV+HUHZHUHSRUWWKDWLUUDGLDWLRQLVD
SURLQIODPPDWRU\VWLPXOXVOHDGLQJWR(QGR07LQ
YLWURDVVRFLDWHGZLWKLQFUHDVHG+H\P51$DQG
SURWHLQH[SUHVVLRQ&RQGLWLRQDOGHOHWLRQRI+H\
LQ WKH HQGRWKHOLXP LQ PLFH UHGXFHV (QGR07
IUHTXHQF\ DQG WKH VHYHULW\ RI UDGLDWLRQLQGXFHG
SURFWLWLV

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Genes (protein) 20 Gy single dose 
Day 7 
20 Gy fractionated dose 
Day 7 post last fraction 
ACTA2 (alpha-SMA) 5.64±0.85** 2.45±0.22** 
HEY2 9.57±0.43*** 2.64±0.53* 
SERPINE 1 (PAI-1) 1.77±0.06*** 1.98±0.24* 
TAGLN (SM22-alpha) 24.42±2.36*** 14.72±1.65** 
TGFbeta  2 1.77±019* 2.39±0.27* 
TNC 4.32±0.05 348.00±17.79*** 
VTN 5.70±0.9** 6.62±0.35*** 
TIE1 0.42±0.06*** 0.50±0.05** 
TIE2 0.87±0.04* 0.53±0.05** 
vWF 0.26±0.03** 1.29±0.10 
 
  
 
 
 
Table 1: fold changes in genes mRNA levels in HUVECs, comparison between 7 days after 20 Gy 
single dose and 7 days post-last fraction after fractionated dose exposure to 20 Gy. Fractionation was 
given as 2 Gy per day, 5 days a week with week-end break. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 
 
RESULTS AND DISCUSSION 
 
Irradiation induces endothelial to 
mesenchymal transition in HUVECs 
Endothelial cells response to radiation exposure 
is characterized by cell apoptosis and long-lasting 
phenotypic changes referred to as radiation-
induced “activated” phenotype. Activated 
endothelial cells demonstrate pro-inflammatory, 
pro-thrombotic and anti-fibrinolytic activities 
(17). Here we show that ionizing radiations are 
also able to induce phenotypic switch in 
HUVECs resembling EndoMT, as previously 
demonstrated in human aortic endothelial cells 
(18), human intestinal microvascular endothelial 
cells (16) and human pulmonary endothelial cells 
(19). EndoMT is illustrated by heat map 
representation of expression levels of 34 different 
genes related to endothelial and mesenchymal 
phenotypes and molecular actors of the EndoMT 
process 7 days following single doses of 2, 10 or 
20 Gy exposure (figure 1A). Results show 
changes in expression levels of genes coding for 
proteins recognized as witness or inducers of 
EndoMT process such as increased α-SMA, SM-
22α or TGF-β2, and decrease of vWF and 
VCAM1, or decreased Tie1 expression, which 
deficiency has been shown to induce EndoMT 
(20). Radiation-induced fold changes of several  
 
 
 
 
genes are dose-dependent (supplemental figure 
1). Phenotypic switch at mRNA level is 
conserved when cells are exposed to fractionated 
irradiation (20 Gy administrated as 2 Gy daily 
x10, with week-end break) as shown in table 1. 
Irradiation increased protein levels of 
mesenchymal markers such as smooth muscle 
22-alpha (SM-22α) and alpha-smooth muscle 
actin (α-SMA) and reduced protein levels of 
endothelial markers such as vascular cell 
adhesion molecule-1 (VCAM-1) and von 
Willebrand factor (vWF) suggesting EndoMT 
(figure 1B). Co-expression of α-SMA and vWF 
in part of irradiated cells was confirmed by 
double fluorescence immunostaining (yellow 
merging signal, figure 1C). 
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H[SUHVVLRQZDVDVVHVVHGE\T3&5ZHVWHUQEORWLQJDQGLPPXQRF\WRFKHPLVWU\
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(QGRWKHOLDO WR PHVHQFK\PDO WUDQVLWLRQ LV
DVVRFLDWHG ZLWK +H\ RYHUH[SUHVVLRQ LQ
+89(&V
(QGR07ZDV LQLWLDOO\GLVFRYHUHGDVDQHVVHQWLDO
PHFKDQLVP IRU KHDUW GHYHORSPHQW ZLWK DQ
LPSRUWDQW UROH SOD\HG E\ 1RWFK SDWKZD\ LQ WKH
IRUPDWLRQ RI FDUGLDF YDOYHV  +DLUO\ DQG
(QKDQFHU RI 6SOLW +(6UHODWHG ZLWK <53:
PRWLI +H\ JHQHV +H\ +H\ DQG +H\/ DUH
WKH PDLQ WDUJHW JHQHV RI WKH FDQRQLFDO 1RWFK
VLJQDOOLQJ SDWKZD\ ,QDFWLYDWLRQ RI+H\ UHVXOWV
LQ VHYHUH HPEU\RQLF GHIHFWV LQ KHDUW
GHYHORSPHQW ZKHUHDV GHILFLHQF\ LQ+H\ DORQH
GRHV QRW  ,Q DFFRUGDQFH ZLWK SUHYLRXV
VWXGLHVUHODWLQJ+H\DQG(QGR07LQHPEU\RQLF
GHYHORSPHQW ZH GHPRQVWUDWH WKDW (QGR07
LQGXFHG E\ H[RJHQRXV VWUHVV LV DOVR DVVRFLDWHG
ZLWK +H\ P51$ DQG SURWHLQ RYHUH[SUHVVLRQ
ILJXUH  5DGLDWLRQLQGXFHG +H\ P51$
RYHUH[SUHVVLRQ LV GRVHGHSHQGHQW VXSSOHPHQWDO
ILJXUH PDLQWDLQHGZLWK WLPH XQWLO DW OHDVW 
GD\V SRVWH[SRVXUH DQG LQGHSHQGHQW RI FXOWXUH
SODVWLF FRDWLQJ +H\ H[SUHVVLRQ OHYHO LV QRW
PRGLILHG E\ UDGLDWLRQ H[SRVXUH VXSSOHPHQWDO
ILJXUH


&RQGLWLRQDO GHOHWLRQ RI +H\ LQ WKH
HQGRWKHOLXP UHGXFHV HQGRWKHOLDO WR
PHVHQFK\PDO WUDQVLWLRQ DQG PLWLJDWHV
UDGLDWLRQSURFWLWLVLQPLFH
(QGRWKHOLDO DQG PHVHQFK\PDO PDUNHUV GRXEOH
SRVLWLYH FHOOV VXJJHVWLQJ (QGR07 KDYH EHHQ
IRXQG LQ YDULRXV LQIODPHG DQG ILEURVHG WLVVXHV
IROORZLQJ GLIIHUHQW W\SHV RI LQVXOW(QGR07KDV
EHHQ VKRZQ WR FRQWULEXWH WR FDUGLDF ILEURVLV LQ
7LH/DF= PLFH ZLWK XS WR  RI )63Į
60$ FHOOV RI HQGRWKHOLDO RULJLQ LQ LQMXUHG
KHDUWV  %OHRP\FLQLQGXFHG OXQJ ILEURVLV LQ
7LH/DF= PLFH DOVR GHPRQVWUDWHV  RI
ILEUREODVWV KDYLQJ DQ HQGRWKHOLDO RULJLQ 
0RGHOV RI REVWUXFWLYH QHSKURSDWK\ GLDEHWLF
QHSKURSDWK\DQG$OSRUWGLVHDVHLQPLFHVKRZ
WR  RI ILEUREODVWV H[SUHVVLQJ &' 
0RUH UHFHQWO\ (QGR07 KDV EHHQ REVHUYHG LQ
WLVVXHV IURP SDWLHQWV VXIIHULQJ IURP &URKQ¶V
GLVHDVH DQGXOFHUDWLYH FROLWLV DQG LQ DPRGHORI
71%6LQGXFHG LQWHVWLQDO LQIODPPDWLRQ DQG
ILEURVLVLQ7LH*)3PLFH1RUPDOGLJHVWLYH
WLVVXH UHVSRQVH WR UDGLDWLRQ H[SRVXUH LV
FKDUDFWHUL]HG E\ LQIODPPDWLRQ DQG ILEURVLV DQG
ZH UHFHQWO\ GHPRQVWUDWHG WKDW (QGR07
SDUWLFLSDWHV WR WLVVXH LQMXU\ LQ UDGLDWLRQLQGXFHG
SURFWLWLVLQ
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TIE2-GFP mice (16). Following in vitro 
observations of HEY2 mRNA and protein 
overexpression in irradiated endothelial cells, we 
crossed Hey2flx/flx mice with VE-CadCre+/+ 
mice to obtain Hey2flx/flx/Ve-CadCre+/- mice 
(Hey2KOendo) in which hey2 expression is 
invalidated specifically in the endothelial 
compartment. Here we show that conditional 
deletion of hey2 in the endothelium reduces the 
severity of rectal tissue damage, α-SMA 
deposition and EndoMT frequency (figure 5). 
Tissue protection in Hey2KOendo mice was 
characterized by less percentage of mucosa 
concerned with bordering epithelial loss and 
more multilobed glandular hyperplasia 
(supplemental figure 3). Kokubo et al. 
demonstrated that hey1 and hey2 genes were 
implicated in atrioventricular valves cushion 
formation, with hey2 particularly concerned by 
both endocardic cells epithelial to mesenchymal 
transition (EMT) and post-EMT processes in 
valves development(12). Several data have been 
obtained using hey1, hey2 or double hey1/hey2 
mutant mice and have help to the understanding 
of cardiac and vascular development. If Notch 
signalling pathway has been implicated in the 
EndoMT process during cardiac development and 
on endothelial cells in vitro (26) there are to our 
knowledge actually no data concerning the role 
of its main downstream gene hey2 in stress-
induced EndoMT.  
Here we demonstrate that hey2 is partly 
responsible for radiation-induced EndoMT and 
confirm previous study suggesting a role for 
EndoMT in radiation proctitis development (16). 
Moreover, conditional deletion of Hey2 in the 
endothelium is sufficient to reduce acute tissue 
injury, confirming the cornerstone role of the 
vascular compartment in the initiation of normal 
tissue radiation damage. Finally, we observed 
that tissue protection was associated with higher 
frequency of glandular hyperplasia in 
Hey2KOendo mice. Notch1 and Notch2 have 
been recognized as regulators of intestinal stem 
cell function and post-injury regeneration 
including after radiation exposure (27, 28). 
Further studies will be necessary to clarify if their 
downstream target gene Hey2 may influence 
intestinal stem cells compartment. 
 
 
METHODS 
Cell line. Primary HUVECs were purchased 
from Lonza (Verviers, Belgium) and grown at 
37°C with 5% CO2 in EBM-2 MV medium.  
Hey2 conditional null mice. To study the 
consequences of Hey2 inactivation on radiation-
induced EndoMT in vivo, mice possessing LoxP 
sites on either side of exons 2 and 3 of the target 
gene Hey2 (Hey2flx/flx; Hey2tm1Eno / J; The 
Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA) were bred 
with mice with Cre recombinase expression in 
endothelial cells under the endothelial promoter 
VE-Cadherin (VECad-Cre+/+ mice). The 
following mice were used: Hey2 flx/flx/VECad-
Cre -/- mice (named Hey2 flx/flx) and Hey2 
flx/flx/VECad-Cre +/- mice (named Hey2 KO 
endo).  
Mouse genotyping. Genomic tail DNA was 
extract (KAPA mouse genotyping kit, Kapa 
Biosystem, USA) and amplified by PCR. Reverse 
and forward primers were provided by Life 
Technologies, France. 
Irradiation. The protocol (P13-18) for animal 
use is this project was reviewed and approved by 
the national ethics committee n°81. For 
colorectal irradiation, mice were anesthetized 
(1.5% isoflurane), and a single dose of 22 Gy was 
delivered through a 1 x 0.8 cm window centered 
on the colorectal region, using Elekta Synergy® 
Platform (Elekta S.A.S. France, Boulogne, 
France) delivering 4MV X-rays at 2.6 Gy/min. 
Cell irradiation (2, 10 or 20 Gy single doses) was 
performed at cell confluence using a 137Cs 
source (IBL 637, CisBio, Saclay, France; dose 
rate 1 Gy min-1). For fractionated irradiation, 
confluent cells were exposed to 2 Gy daily 
fractions, 5 days a week with week-end break.    
Tissue harvesting, histology and 
immunohistology. For immunofluorescence 
double labeling, sections were incubated with 
monoclonal mouse anti-human smooth muscle 
alpha, clone 1A4 (Dako) and polyclonal rabbit 
anti-human vWF (Dako) at the same time 
followed by corresponding secondary Alexa 
Fluor -conjugated antibodies (Life 
Technologies). Sections were mounted in 
Vectashield mounting medium with DAPI 
(Eurobio/Abcys).  
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Immunofluorescence. Cells were incubated with 
polyclonal rabbit anti-human von Willebrand 
factor (vWF) (Dako, Les Ulis, France), mouse 
monoclonal anti-human alpha-sma clone 1A4 
(Dako) or followed by corresponding secondary 
antibodies (Alexa Fluor-conjugated antibodies, 
Life Technologies, Saint Aubin, France). For 
double immunostaining, primary antibodies were 
incubated together, and corresponding secondary 
antibodies too. Slides were mounted in 
Vectashield mounting medium with DAPI 
(Eurobio/Abcys, Courtaboeuf, France). For tissue 
immunofluorescence double labeling, 5 µm 
paraffin sections were incubated with rabbit 
polyclonal anti-smooth muscle alpha (abcam) 
followed by corresponding secondary Alexa 
Fluor-conjugated antibody (Life Technologies), 
and sheep polyclonal anti-vWF FITC-conjugated 
(Abcam). Sections were mounted in Vectashield 
mounting medium with DAPI (Eurobio/Abcys).  
Western blots. Cell total protein was extracted 
using RIPA buffer supplemented with 
phosphatase and protease inhibitors (Roche 
Diagnostics, Meylan, France). Protein 
concentration was determined using a BCA assay 
(Sigma Aldrich) and equal amounts of protein 
were resolved by SDS-PAGE. The blocked 
membrane was incubated with primary antibodies 
overnight at 4°C. Bands were detected by using a 
horseradish peroxidase secondary antibody and 
visualized with ECL Plus reagent (GE 
Healthcare, Buc, France). β-Tubulin or GAPDH 
was used as loading control (Santa Cruz 
Biotechnology).  
Quantitative real time PCR. Total RNA was 
prepared with the total RNA isolation kit RNeasy 
Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA). After 
quantification on a NanoDrop ND-1000 
apparatus (NanoDrop Technologies, Rockland, 
DE), reverse transcription was performed with 1 
µg RNA using a reverse transcription kit from 
Applied Biosystems (Courtaboeuf, France). 
Quantitative PCR was carried out on a 7900HT 
Fast-Real Time PCR system (Applied 
Biosystems) using pre-developed TaqMan® 
Gene Expression assays (Applied Biosystems), 
with GAPDH for cells and 18S for tissues as 
housekeeping genes. Relative mRNA was 
quantified using the ΔΔCT method. 
DataAssistTM software (Life Technologies) was 
used to perform hierarchical clustering with 
global normalization and Pearson’s correlation). 
Statistical analyses. Data are given as means ± 
SEM. Statistical analyses were performed by 
ANOVA, Student’s t-test or the Mann-Whitney 
rank sum test when appropriate, with a level of 
significance of p<0.05.  
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Supplemental figure 1: dose-dependent fold changes in gene mRNA expression in HUVECs 7 days following 
2, 10 and 20 Gy single doses exposure. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Supplemental figure 2: radiation-induced mRNA expression of Hey2 is maintained with time and independent 
of plastic coating. Hey1 mRNA expression is not modified by cell radiation exposure to 10 Gy. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Supplemental figure 3: Hey2KOendo mice show reduced radiation_induced proctitis severity, with increased 
multilobed crypt hyperplasia and reduced percentage of mucosa concerned with loss of bordering epithelium.  
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Discussion & Perspectives 
 
Le cancer constitue l’un des fléaux du XXIème siècle et l’élaboration et la mise en place 
d’un plan efficace de lutte contre ce dernier représente un enjeu majeur de santé publique. On 
note ces dernières décennies une hausse considérable du nombre de cas de cancers en France 
qui peut en partie s’expliquer par une sensibilisation de la population à l’importance du 
dépistage précoce pour augmenter les chances de guérison. La radiothérapie fait partie 
intégrante, avec la chimiothérapie, de l’arsenal thérapeutique déployé dans la lutte contre le 
cancer. On estime aujourd’hui que plus de la moitié des traitements anti-cancéreux font appel 
à la radiothérapie seule ou en association avec la chimiothérapie, la chirurgie ou 
l’hormonothérapie. Malgré l’amélioration des techniques d’irradiation et de la balistique, 
certains organes peuvent se retrouver dans le champ d’irradiation et recevoir une dose non 
négligeable de rayonnements ionisants, on parle d’organes à risque (OAR). L’irradiation de 
ces tissus sains est responsable des effets aigus délétères observés en clinique et favorise le  
développement de pathologies secondaires radio-induites chroniques pouvant survenir des 
années après le début de la radiothérapie. Ces effets secondaires chroniques sont en général 
délétères vis-à-vis de la qualité de vie des patients et peuvent engager le pronostic vital de ces 
derniers dans les cas les plus graves. Selon les chiffres de l’institut National du Cancer, 
355 000 nouveaux cas de cancer ont été recensés en 2014 dont la moitié d’entre eux 
concernent des tumeurs de la sphère abdomino-pelvienne. Dans ce contexte, l’intestin grêle 
terminal, le côlon et le rectum sont identifiés comme des OAR dans le traitement des cancers 
de la prostate, de l’endomètre ou du col de l’utérus. La fibrose radio-induite est observée chez 
5 à 10 % des patients. Comme explicité tout au long de ce manuscrit, le tube digestif est une 
cible privilégiée des rayonnements ionisants due à l’importante radiosensibilité des cellules 
qui le composent ainsi qu’à son organisation en série. La réponse des tissus sains aux 
rayonnements est assimilable à un processus cicatriciel chronique faisant intervenir des 
acteurs cellulaires issus de compartiments différents. Parmi eux, le système immunitaire, 
l’épithélium, le mésenchyme et l’endothélium participent ensemble à la réponse orchestrée 
responsable de l’initiation et de la mise en place de la pathologie fibrotique. 
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Concernant le compartiment endothélial, il existe un consensus au sein de la communauté 
scientifique qui s’accorde à placer l’atteinte de ce compartiment comme un évènement central 
dans la réponse des tissus sains à l’irradiation. Il est en effet établi que la mort par apoptose et 
l’activation des cellules endothéliales participent grandement à la mise en place des 
évènements cicatriciels et à la chronicité des lésions radio-induites. Cependant, des zones de 
flou persistent quant aux évènements cellulaires et moléculaires permettant de relier les effets 
aigus aux complications chroniques.  
Dans ce contexte, ce travail de thèse s’est concentré sur un mécanisme cellulaire 
particulier appelé la transition endothélium-mésenchyme. Bien que ce processus ait été mis en 
évidence depuis les années 70 au cours de l’ontogenèse cardiovasculaire, l’EndoMT est 
identifiée comme un phénomène récent, dont l’existence reste encore controversée au sein de 
la communauté scientifique, en particulier dans le contexte pathologique. Toutefois, 
l’augmentation de l’intérêt suscité par ce processus dans diverses pathologies a favorisé 
l’accumulation d’un certain nombre de preuves en faveur de son existence. Il apparaît 
aujourd’hui que l’EndoMT est étroitement liée à la présence de cytokines pro-inflammatoires 
telles que le TGF-β, et l’IL-1β, à l’activation des voies Notch, Wnt et BMP et constitue un 
processus non-négligeable dans le développement de la fibrose au sein de différents tissus. 
Parmi les principaux mécanismes mis en cause dans l’installation de la fibrose radio-induite, 
l’activation soutenue et persistante de la réponse inflammatoire représente un paramètre 
initiateur déterminant de cette pathogenèse. De fait, la question de l’implication potentielle de 
l’EndoMT dans le développement de la fibrose digestive radio-induite est apparue légitime. 
Enfin, il existe un manque de données permettant de relier ce phénomène à l’irradiation 
soulignant le caractère novateur de ces travaux. 
Ainsi, ce travail de thèse a permis d’améliorer les connaissances sur la participation 
endothéliale dans le développement de la fibrose digestive radio-induite. Le premier objectif 
a consisté à mettre en évidence l’EndoMT aussi bien in vitro qu’in vivo dans le contexte 
de l’irradiation. Par la suite, ce travail s’est orienté vers l’identification d’un/des 
acteur(s) moléculaire(s) prenant part à ce phénomène et pouvant constituer une cible 
thérapeutique d’intérêt dans le traitement de la fibrose digestive radio-induite. 
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1. Mise en évidence de l’EndoMT radio-induite chez l’homme  
 
Nous avons dans un premier temps cherché à mettre en évidence le processus 
d’EndoMT chez l’homme après irradiation. Pour se faire, nous avons disposé de coupes 
histologiques de rectums de 24 patients, 5 à 7 semaines après radiothérapie préopératoire pour 
adénocarcinome rectal (dose totale de 45 Gy à raison de 2 Gy par jour, 5 jours par semaine), 
associée à une chimiothérapie au 5-fluorouracile (5-FU, tissus provenant de l’Institut Gustave 
Roussy, IGR, Villejuif). Deux prélèvements ont été effectués et mis en blocs par le service 
d’anatomopathologie de l’IGR pour chaque patient : un prélèvement dans le volume cible 
proche de la tumeur, et un prélèvement plus éloigné, en dehors du volume cible. Ainsi, chaque 
patient constitue son propre contrôle. Au niveau histologique, les tissus irradiés présentaient 
une inflammation de la muqueuse et de la sous-muqueuse associée à un important dépôt 
collagénique, caractéristique de la rectite radique. Un système de score semi quantitatif 
(Radiation Injury Score, RIS) a par ailleurs été établi au laboratoire afin d’évaluer le niveau 
lésionnel de chacun des compartiments tissulaires (muqueuse, muscularis mucosa, sou-
muqueuse, muscularis propria, séreuse, et mésentère). Ainsi, 48 échantillons ont été analysés 
et scorés sur une échelle de 0 (normal) à 3 (dommages sévères) pour chaque compartiment 
tissulaire, le tout rapporté à 100. Par la suite, la réalisation d’un co-marquage vWF et α-SMA 
sur ces mêmes tissus a révélé la présence (au niveau de la muqueuse et de la sous-muqueuse) 
de cellules double positives dans les tissus irradiés, phénotype caractéristique de l’EndoMT. 
Ces résultats démontrent pour la première fois l’existence de l’EndoMT dans un contexte de 
rectite radique chez l’homme. De plus, ils viennent appuyer de précédents travaux effectués 
par Rieder et al qui ont été les premiers à mettre en évidence l’EndoMT au niveau du tube 
digestif chez des patients atteints de MC et de RCH (Rieder et al. 2011). Nos résultats ont 
montré que la fréquence des cellules en EndoMT est la plus élevée au sein des tissus les plus 
lésés (RIS supérieur à 75), présentant une forte composante inflammatoire. Ceci est en accord 
avec les données de la littérature qui soulignent l’importance des cytokines pro-
inflammatoires dans l’initiation de ce phénomène (Maleszewska et al. 2013; Montorfano et al. 
2014). 
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2. Choix du modèle préclinique chez la souris 
 
Nous avons choisi de centrer cette étude sur le modèle d’irradiation colorectale chez la 
souris, afin de modéliser les lésions observées chez les patients de l’IGR traités pour 
adénocarcinome rectal, chez lesquels nous avons mis en évidence l’existence du processus 
d’EndoMT. La modélisation de la rectite radique a été mise en place chez la souris FVB/N et 
repose sur une irradiation externe (rayons γ, 60Co) à une dose unique de 27 Gy (0,73 Gy.min-
1) centrée sur le côlo-rectum (fenêtre de 0,75 cm x 1 cm). Ce modèle est utilisé depuis 
plusieurs années au L3R. La dose totale, son administration en dose unique et le volume 
d’irradiation choisis ne correspondent évidemment pas aux protocoles utilisés en clinique 
mais reposent sur un certain nombre d’arguments issus de la bibliographie et de l’expérience 
propre du laboratoire.  
Tout d’abord, ce modèle d’irradiation dose unique chez la souris a pour objectif de 
modéliser les lésions observées chez les patients et non un protocole de fractionnement. Chez 
le rongeur, qui est moins radiosensible que l’homme, les irradiations colorectales fractionnées 
nécessitent toujours de très fortes doses par fraction (de 5 à 15 Gy) pour générer des lésions 
tissulaires, qui ne correspondent pas non plus aux protocoles cliniques. Dans l’avenir et avec 
l’évolution des pratiques de radiothérapie et en particulier l’irradiation stéréotaxique des 
tumeurs prostatiques, ces modèles d’irradiation dose unique à forte dose resteront d’actualité.  
Le choix de la dose constitue un paramètre clef dans la sévérité des dommages. Il a par 
exemple été montré que le pourcentage d’animaux développant des lésions intestinales  radio-
induites chroniques est de 0 dans un modèle d’entérite radique chez le rat pour une dose de 18 
Gy. En revanche, ce pourcentage atteint 91% lorsque la dose s’élève à 24 Gy dans ce même 
modèle (Langberg et al. 1992). L’irradiation dose unique est un modèle à forte composante 
conséquentielle et la dose totale doit donc être assez forte pour générer des lésions aiguës non 
cicatrisées et évoluant vers une fibrose tardive (Dorr et al. 2001). La non cicatrisation des 
lésions précoces implique également que le volume de tissu irradié soit suffisant. Skwarchuk 
et al ont démontré qu’il existe une longueur seuil de colorectum irradié chez la souris 
C3Hf/Kam (C3H) nécessaire pour générer des lésions tardives. Ainsi, en dessous d’un seuil 
de 10 mm de long irradié à 32 Gy, l’épithélium est capable de se régénérer depuis les marges 
saines et les lésions précoces cicatrisent, il n’y a donc pas de dommages tardifs. En revanche, 
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à partir de 20 mm, l’épithélium ne peut plus cicatriser et des lésions tardives de type 
obstruction intestinale se développent (Skwarchuk et al. 1998b). Lors de la mise au point du 
modèle au L3R, une fenêtre de 10 mm de long pour une dose de 27 Gy s’est avérée suffisante 
pour obtenir des lésions tardives chez la souris C57Bl6. 
Le modèle d’irradiation colorectale utilisé au L3R a été mis au point chez un modèle 
de souris C57Bl/6 (B6).  Par contre, ce projet de thèse a nécessité l’utilisation de souris Tie2-
GFP, possédant un fond génétique différent (FVB), qui pouvait modifier les lésions tissulaires 
obtenues en comparaison au modèle standard B6. En effet, des études ont pu mettre en 
évidence une variation de la sévérité des lésions colorectales radio-induites en fonction du 
fond génétique des animaux. Il a par exemple été montré que pour une même dose 
d’irradiation, la souche B6 apparaît plus sensible que la souche C3H dans un contexte de 
fibrose intestinale radio-induite (Skwarchuk et al. 1998a). Cependant, bien que les souris B6 
présentent des lésions histologiques plus sévères et précoces au regard de celles observées 
chez les C3H, aucune différence n’a été constatée concernant l’expression génétique des 
principales cytokines profibrotiques à savoir le TGF-β1, 2, 3 et du TNF-α. Ceci suggère entre 
autres que la différence dans l’expression des dommages radio-induits et de la fibrose entre 
ces deux souches n’est pas dépendante de l’expression de ces cytokines pro-inflammatoires. Il 
est à noter que ces variations apparaissent également dans d’autres modèles de fibrose non 
radio-induite et sont fonction du type d’organe étudié. Walkin et al ont par exemple résumé 
les susceptibilités génétiques d’une dizaine de souches de souris à développer différentes 
fibroses tissulaires (rénale, cardiaque, pulmonaire et intestinale entre autres). Ainsi, ces 
auteurs ont mis en lumière que le fond génétique FVB/N s’avère réfractaire au développement 
d’une fibrose hépatique en comparaison aux souris B6 et BALB/c (Walkin et al. 2013). Dans 
notre contexte d’étude, l’analyse histologique des lésions colorectales aiguës et chroniques 
obtenues chez les souris FVB/N n’a pas révélé de différence avec celles observées chez les 
souris B6. Le fond génétique FVB/N ne semble donc pas impacter la sévérité des dommages 
colorectaux radio-induits et constitue donc un modèle valide pour notre étude.  
En tenant compte de l’ensemble de ces observations, le choix de la dose unique de 27 
Gy apparaît donc être un protocole adapté pour obtenir une fibrose radio-induite chez la 
souris. La faible taille de tissu irradié permet de délivrer une forte dose qui engendre des 
dommages suffisants pour observer l’installation de la fibrose transmurale. 
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3. Caractéristiques du modèle Tie2-GFP et mise en évidence de l’EndoMT 
 
La stratégie mise en place pour identifier l’EndoMT in vivo s’est basée sur l’utilisation 
de souris exprimant la GFP sous le contrôle du promoteur endothélial spécifique Tie2 
(Motoike et al. 2000). Ainsi, il a été possible de suivre le changement phénotypique des 
cellules endothéliales vers un phénotype mésenchymateux-like (co-marquage de la GFP et de 
l’α-SMA) après une irradiation colorectale. 
En conditions physiologiques, le système Tie fait intervenir deux récepteurs de type 
tyrosine kinase, Tie1 et Tie2, qui après fixation de leurs ligands, les angiopoiétines, 
participent à la régulation de l’angiogenèse et au maintien de l’homéostasie endothéliale 
(Jones et al. 2001). L’expression de Tie1 et Tie2 est détectée de manière précoce au niveau de 
l’endocarde au cours du développement embryonnaire chez la souris (8ème jour embryonnaire) 
et cette expression est également observée dans les cellules endothéliales vasculaires matures 
(Sato et al. 1993; Schnurch et al. 1993). De fait, ces gènes sont identifiés comme étant des 
marqueurs endothéliaux stables. A ce propos, le suivi de l’expression de Tie2 a permis de 
confirmer l’existence de l’EndoMT dans un contexte physiologique au niveau des valves 
cardiaques chez la souris (Kisanuki et al. 2001), et également dans des contextes de fibrose 
tissulaire et dans la démonstration de l’origine endothéliale des CAF (Zeisberg et al. 2007a; 
Zeisberg et al. 2008). L’ensemble de ces résultats vient donc appuyer l’intérêt de ce modèle et 
la pertinence de son utilisation dans la mise en évidence de l’EndoMT radio-induite. Nos 
résultats ont permis de révéler pour la première fois l’existence de l’EndoMT dans un modèle 
pré-clinique de rectite radique. 
L’EndoMT étant caractérisée par l’acquisition d’un phénotype migratoire in vitro, 
nous avons par la suite analysé la localisation des cellules en transition dans notre modèle de 
rectite radique. De manière intéressante, aucune cellule en EndoMT n’a été observée en 
dehors des vaisseaux contrairement à d’autres modèles de fibrose rénale, pulmonaire et 
intestinale (Hashimoto et al. 2010; Rieder et al. 2011; LeBleu et al. 2013). Ceci suggère que 
l’expression de Tie2 pourrait diminuer au fur et à mesure que les cellules endothéliales se 
transdifférencient et migrent dans le tissu, et que la faible intensité du marquage GFP soit 
masquée par l’intensité du marquage α-SMA. Nous avons donc effectué un marquage de la 
GFP seule dans les tissus les plus lésés et fibrosés. Nos résultats ont pu révéler la présence de 
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cellules allongées GFP positives présentes dans le tissu conjonctif suggérant la présence de 
cellules mésenchymateuses d’origine endothéliale pouvant prendre part au développement de 
la fibrose digestive radio-induite. La synthèse des connaissances actuelles permet donc de 
considérer le modèle Tie2-GFP comme une valeur sûre dans l’étude du suivi du phénotype 
endothélial. De plus, ce modèle est couramment utilisé pour identifier l’EndoMT in vivo. 
Néanmoins, l’existence de limites concernant l’expression du promoteur Tie2 est à prendre en 
considération.  
La spécificité du promoteur Tie2 a en effet été remise en cause suite à la mise en 
évidence de son expression par d’autres types cellulaires. De Palma et al ont notamment pu 
montrer que l’expression de Tie2 caractérise trois populations cellulaires distinctes, à savoir 
les cellules hématopoïétiques et myéloïdes/monocytaires (CD45+ CD11b+ CD19-), les 
précurseurs des péricytes et certains leucocytes, dans un contexte d’angiogenèse pro-tumorale 
(De Palma et al. 2003; De Palma et al. 2005). De plus, nous avons observé la présence de 
cellules GFP+ de petite taille, rondes, en grand nombre au sein de l’infiltrat et impossible à 
discriminer des CE des microvaisseaux. Ces cellules GFP+ pourraient correspondre à ces 
progéniteurs. Nous avons donc mis en place une stratégie d’extinction de la GFP dans la 
moelle osseuse, afin de supprimer les progéniteurs hématopoïétiques GFP+ provenant de la 
moelle, dans le tissu irradié. Pour cela, les souris Tie2-GFP ont été exposées à une dose de 9,5 
Gy TBI afin de dépléter la moelle, puis ont reçu une greffe de moelle provenant de souris B6 
(GFP-) (Figure 35). Les résultats obtenus ont permis de montrer que l’extinction de la moelle 
n’a pas d’influence sur le nombre de cellules GFP+ dans le tissu irradié. Ceci confirme que le 
recrutement des progéniteurs de la moelle représente une quantité minime de cellules GFP+ 
dans notre modèle de rectite radique. Toutefois, du fait de la localisation, la taille et la forme 
de ces cellules isolées, ces dernières pourraient correspondre à des lymphocytes. Il serait 
intéressant d’effectuer des co-marquages de la GFP avec des marqueurs de la lignée 
lymphoïde tels que le CD4, CD8 ou CD11b pour mieux caractériser ces cellules isolées. 
Pendant un temps, l’expression de Tie2 était considérée comme homogène dans l’ensemble de 
l’arbre vasculaire. Cependant, les travaux d’Anghelina et al ont révélé que le promoteur Tie2 
possède une activité préférentielle pour l’endothélium artériel microvasculaire (Anghelina et 
al. 2005). De manière surprenante, leurs résultats ont montré, via l’utilisation du modèle Tie2-
GFP, que la GFP est exprimée seulement par la moitié des microvaisseaux mésentériques 
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Figure 35 : Etude la spécificité du modèle Tie2-GFP : extinction de la GFP par greffe de moelle osseuse. 
Déplétion de la moelle de souris Tie2-GFP par irradiation corps entier ou TBI de 9,5 Gy, suivie d’une greffe de 
moelle de souris C57Bl/6 24h post-irradiation. Modélisation de la rectite radique par irradiation colorectale 
en dose unique de 27 Gy, 6 à 7 semaines post-greffe. Evaluation du recrutement cellulaire de la moelle vers 
le tissu irradié par marquage immunohistochimique de la GFP, 7 jours post-irradiation. 
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4. Caractérisation de l’EndoMT in vitro : les HIMECs un modèle optimal 
 
Concernant les HIMECs, ces cellules ont été extraites à partir de muqueuse colique 
humaine (résections chirurgicales saines, patients de la Clinique de Cleveland, USA), selon le 
protocole décrit par Binion et al, (voir Annexe 5) (Binion et al. 1997). L’utilisation de cellules 
endothéliales de veines de cordons ombilicaux humains (HUVECs) est très fréquente pour 
étudier le phénotype vasculaire, choix qui se justifie avant tout par l’apport d’un certain 
confort expérimental (facilité de culture). Bien que ce modèle permette l’identification de 
mécanismes cellulaires et moléculaires novateurs, il est important de rappeler l’existence 
d’une hétérogénéité phénotypique endothéliale (différences structurelle, du profil 
d’expression génique et fonctionnelle) qui est fonction de la taille des vaisseaux et de 
l’origine tissulaire des CE (Aird 2003). En ce sens, l’utilisation d’HIMECs semblaient être le 
modèle cellulaire idéal dans l’étude de l’EndoMT radio-induite dans un contexte de fibrose 
digestive, avec un reflet du comportement endothélial proche de celui observé chez les 
patients après radiothérapie. Un certain nombre de données semblent prometteuses quant à la 
capacité des rayonnements ionisants à induire l’EndoMT chez les HIMECs. Les travaux 
d’Otterson et al ont par exemple révélé que l’irradiation induit l’apoptose des HIMECs, une 
augmentation de la production de ROS, la formation de fibres de stress et favorise la 
diminution de la migration cellulaire in vitro. L’utilisation d’un agent mimétique de la SOD 
(EUK-207) confère une protection des HIMECs vis-à-vis de l’irradiation, confirmant que les 
rayonnements ionisants favorisent la formation d’un microenvironnement oxydant (Otterson 
et al. 2012). Les travaux de Rieder et al ont démontré que l’exposition des HIMECs a des 
cytokines pro-inflammatoires recombinantes favorise la transition des cellules vers un 
phénotype mésenchymateux (Rieder et al. 2011). Les HIMECs réagissent donc aux 
rayonnements comme un grand nombre de CE et sont capables d’acquérir un phénotype 
mésenchymateux sous stimulus inflammatoire. Il était donc probable que les HIMECs 
irradiées démontrent un switch phénotypique vers un phénotype mésenchymateux. Les 
données sur l’EndoMT radio-induite sont très peu nombreuses et très récentes. Frid et al ont 
démontré pour la première fois la capacité des CE vasculaires bovines matures à acquérir un 
phénotype de CMLs in vitro. De manière intéressante ces auteurs ont utilisé l’irradiation forte 
dose (30 Gy, rayon γ) pour stopper la prolifération cellulaire, et ont ainsi pu montrer que 
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l’acquisition du phénotype d’EndoMT est indépendante de la prolifération cellulaire. Bien que 
ces auteurs n’aient pas précisé si cette irradiation avait un impact sur le nombre de cellules en 
EndoMT, cette étude reste la première référence révélant la présence de l’EndoMT après 
irradiation (Frid et al. 2002). Les travaux de Kim et al menés en 2013, ont été les premiers à 
mettre en lumière le lien entre l’irradiation et le phénomène d’EndoMT dans un contexte 
d’athérosclérose. In vitro, ces auteurs ont pu montrer (i) que l’irradiation induit l’EndoMT 
dans les cellules endothéliales aortiques humaines ; (ii) la présence de LDL oxydés (acteurs 
majeurs dans la formation des plaques d’athérome), accélère l’acquisition d’un phénotype 
mésenchymateux par les CE irradiées ; (iii) un certain nombre de cellules mésenchymateuses 
retrouvées au niveau des plaques d’athérome radio-induites possédent une origine 
endothéliale dans un modèle de souris déficientes en apolipoprotéine E (apo E-/-) (Kim et al. 
2013). L’ensemble de ces résultats vient donc conforter notre intérêt dans l’étude de 
l’EndoMT radio-induite et ses conséquences sur le développement de la fibrose digestive. 
D’un point de vue expérimental, plusieurs inconnues se sont présentées au début de 
cette étude notamment quant à la dose et la durée de culture nécessaires pour recréer un 
contexte favorable à l’EndoMT in vitro. C’est pourquoi nous avons choisi d’exposer les 
HIMECs à plusieurs doses (0, 2, 10 et 20 Gy) et de les étudier à différents temps après 
irradiation (3, 7, 14 et 21 jours). Ainsi, nous avons pu observer un effet dose-dépendant de 
l’induction de l’EndoMT radio-induite et déterminer que le temps de 7 jours après une 
exposition de 10 Gy était favorable à l’initiation de ce phénomène. Il serait par ailleurs 
intéressant d’appuyer ces précédentes observations dans un modèle in vitro d’irradiation 
fractionnée. Concernant les profils d’expression génique/protéique des HIMECs irradiées, 
nous avons observé une importante augmentation des marqueurs mésenchymateux α-SMA, et 
SM22α ainsi qu’une diminution significative du facteur vWF, caractérisant le processus 
d’EndoMT radio-induit. De manière intéressante, nous avons également noté une diminution 
de l’expression du marqueur endothélial Tie1, dont la perte d’expression est suffisante pour 
induire l’EndoMT in vitro (Garcia et al. 2012). Cependant, contrairement à d’autres études, 
nous n’avons pas observé de diminution de l’expression du CD31 ou de la VE-cadhérine dans 
le contexte de l’irradiation (Hashimoto et al. 2010; Choi et al. 2015; Ranchoux et al. 2015). 
Ceci peut s’expliquer par l’existence d’une hétérogénéité phénotypique des cellules en 
EndoMT. En effet, comme explicité en introduction de ce manuscrit, l’EndoMT est définie 
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comme une évolution globale du programme protéique qui débute par la perte de l’expression 
de marqueurs caractéristiques des CE vers l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux-
like. De plus, la nature de l’agent inducteur ainsi que de l’origine tissulaire des CE constituent 
des paramètres qui participent grandement à l’initiation de ce phénomène. Paruchuri et al ont 
par exemple observé que des clones de CE microvasculaires dermiques humaines (HDMECs) 
provenant de différents patients, ne rentrent pas tous en programme d’EndoMT après 
stimulation au TGF-β2, suggérant l’importance de facteurs intrinsèques. De plus, leurs 
travaux ont montré que les HDMECs sembles plus réfractaires à rentrer en EndoMT en 
comparaison avec des CE pulmonaires soulignant l’importance de l’origine tissulaire des CE 
(Paruchuri et al. 2006). De la même manière, certains travaux démontrent l’induction de 
l’EndoMT par le TGF-β1 (HIMECs) (Rieder et al. 2011), alors que d’autres n’observent pas 
ce phénomène chez les HUVECs (Maleszewska et al. 2013), ou dans un contexte de sarcome 
de Kaposi associé au virus de l’herpès (KSHV), dans lequel l’EndoMT est initiée par la voie 
canonique Notch (Gasperini et al. 2012). Il existe donc une lacune quant à l’influence des 
facteurs intrinsèques et environnementaux sur l’activation de l’EndoMT. 
Concernant la plasticité endothéliale, les travaux de Medici et al ont été novateurs 
dans ce domaine et ont mis en évidence que la conversion des CE en cellules 
mésenchymateuses implique le passage par un stade multipotent caractéristique des CSM 
dans un contexte d’ossification ectopique (FOP) (Medici et al. 2010; Medici et al. 2012). 
L’existence de cet état souche avait été observé auparavant en conditions physiologiques, où 
une population de cellules interstitielles valvulaires (CIVs, acteurs principaux de l’EndoMT 
embryonnaire) présentaient un phénotype similaire à celui des CSM (Latif et al. 2007). 
D’autres travaux viennent étayer ces précédentes observations et ont pu montrer que ces CIV 
possèdent un potentiel de différenciation multiple et participent à la calcification des valves 
via leur différenciation en précurseurs ostéoblastiques (Wylie-Sears et al. 2011). Toutefois, il 
est à noter que la caractérisation de ce phénotype souche est récente et il existe donc un 
manque de données concernant les conditions favorables à son initiation. De plus, ce 
phénotype n’est pas observée dans l’ensemble des travaux étudiant l’EndoMT (Gasperini et 
al. 2012). En prenant en considération ces informations, nous nous sommes donc intéressés à 
déterminer si l’irradiation pouvait favoriser le passage vers un état souche dans notre modèle 
d’EndoMT in vitro. De façon globale, le profil d’expression des marqueurs de CSM et 
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progéniteurs endothéliaux choisis dans notre étude n’est pas modifié après irradiation. De 
façon intéressante nous avons observé l’augmentation de l’expression du CD34. Il s’agit 
d’une glycoprotéine exprimée par plusieurs populations cellulaires dont les progéniteurs et 
cellules hématopoïétiques, les progéniteurs fibroblastiques embryonnaires, les progéniteurs 
endothéliaux circulants, en revanche il n’est pas exprimé par les CSM (Sidney et al. 2014; 
Kobolak et al. 2015). Ceci écarte donc l’hypothèse d’un passage à l’état CSM-like des 
HIMECs après irradiation dans nos conditions. Au niveau morphologique, les HUVECs 
CD34+ correspondent à une sous-population de cellules d’aspect allongé (présence 
d’extensions polarisées localisées sur une extrémité), possédant des propriétés d’adhésion et 
de migration semblables aux « tip cells » impliquées dans l’angiogenèse in vivo (Siemerink et 
al. 2012). Le CD34 est considéré comme le gardien de la plasticité cellulaire, et sa 
surexpression pourrait favoriser l’EndoMT et l’acquisition d’un phénotype migratoire. Dans 
ce contexte, il serait intéressant de caractériser les cellules CD34+ dans notre modèle et de 
déterminer (i) si les cellules en EndoMT correspondent aux cellules CD34+ ; (ii) si les cellules 
en EndoMT expriment d’autres marqueurs de cellules immatures tels que le CD117, le 
CD133 et le VEGFR-2, marqueurs caractéristiques de progéniteurs endothéliaux circulants 
(Peichev et al. 2000).  
Les résultats de notre étude ont donc permis de mettre en évidence la capacité des 
rayonnements ionisants à induire l’EndoMT dans un modèle de CE microvasculaires. Ces 
premiers résultats ouvrent le champ d’étude vers des perspectives attrayantes notamment 
concernant la caractérisation des cellules en EndoMT après irradiation. L’étude de la mobilité 
cellulaire, du pourcentage de cellules en transition sont tout autant de paramètres qui restent à 
être déterminés dans ce modèle d’EndoMT radio-induite in vitro. De plus, le cil primaire 
présent à la surface des CE semble également jouer un rôle dans l’initiation de  l’EndoMT via 
l’induction de la voie TGF-β/ALK-5 in vivo, dans un contexte de stress induit pas des forces 
de cisaillement (Egorova et al. 2011). L’étude de l’expression de ce cil endothélial à la surface 
des HIMECs après irradiation pourrait constituer une nouvelle voie de recherche dans la 
compréhension des mécanismes impliqués dans l’activation de l’EndoMT. 
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5. Recherche d’une cible moléculaire de l’EndoMT radio-induite 
 
Comme abordé de manière détaillée dans le chapitre 5 de ce manuscrit, l’activation de 
la voie Notch fait partie intégrante des mécanismes impliqués dans l’induction de l’EndoMT, 
aussi bien dans un contexte physiologique que pathologique. Par ailleurs, le nombre d’études 
démontrant l’effet bénéfique de l’inhibition de cette voie dans la réduction de l’EndoMT et de 
manière générale, dans la réduction de la fibrose ne cesse d’augmenter et souligne l’intérêt 
thérapeutique de la suppression de ce phénomène (Zhou et al. 2015). 
Les gènes codant pour les facteurs de transcription Hesr/Hey sont identifiés comme les 
principaux effecteurs de la voie Notch. Nous avons émis l’hypothèse que l’EndoMT radio-
induite Notch-dépendante pourrait faire intervenir l’expression de ces facteurs, et que 
l’inhibition de ces derniers pourrait constituer une base d’étude dans l’élaboration de 
nouvelles stratégies thérapeutiques. Cette hypothèse est appuyée par certains travaux qui ont 
pu mettre en évidence une surexpression de Hey2 dans un contexte d’EndoMT dépendante de 
Notch (Fu et al. 2011; Gasperini et al. 2012), soulignant l’intérêt de l’étude de ce facteur dans 
le contexte de l’EndoMT radio-induite. De plus, la voie Notch étant impliquée dans la 
régulation de nombreuses voies de signalisation cruciales au fonctionnement cellulaire, 
l’identification de cibles situées en aval des récepteurs Notch constitue une approche d’intérêt 
afin de limiter les effets dus à une invalidation de cette voie. C’est pourquoi, les gènes cibles 
Hesr/Hey, surexprimés, apparaissent être des cibles privilégiées dans l’inhibition de 
l’EndoMT et la réduction de la pathologie fibrotique chez les patients (Figure 36). 
Concernant la stratégie expérimentale mise en œuvre, nous avons choisi d’utiliser pour 
cette partie du projet des HUVECs dont l’expression génique et protéique a été évaluée 7 
jours après une exposition à 10 Gy. Ce choix de modèle cellulaire se justifie avant tout par la 
faible quantité d’HIMECs disponibles au laboratoire au moment de l’étude et de ce fait, une 
certaine limite dans la quantité de cellules disponibles pour la mise au point des protocoles de 
transfection (siRNA et plasmides) nécessaires afin de moduler l’expression de Hey2. De plus, 
il existait une inconnue quant à la fragilité éventuelle des HIMECs vis-à-vis de ce type de 
transfection. C’est pourquoi l’utilisation d’HUVECs nous a permis dans un premier temps de 
caractériser les modifications cellulaires radio-induites et notamment d’étudier l’expression de 
Hey2 après irradiation. A ce propos, les premiers résultats obtenus in vitro nous ont permis 
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d’apprécier une augmentation de l’expression du facteur Hey2 ainsi qu’une diminution de 
l’expression de Hey1 chez les HUVECs, 7 jours après une irradiation de 10 Gy (Article n°2). 
Ces résultats nous ont également permis de montrer que l’irradiation induit l’EndoMT dans un 
autre type cellulaire, et d’autre part, que la nature des CE n’influence pas l’activation du 
processus d’EndoMT radio-induite dans nos conditions. Au vue de ces résultats, nous avons 
décidé de concentrer nos travaux sur le rôle de Hey2 dans l’induction de l’EndoMT radio-
induite. La stratégie mise en place a consisté à effectuer des variations d’expression génique 
de Hey2 dans les HUVECs, et également d’inactiver ce gène dans un modèle de souris via 
une approche de délétion génétique. De par la létalité embryonnaire causée par la délétion 
totale du gène Hey2 (souris Hey2-/-) (Sakata et al. 2002; Kokubo et al. 2013), et parce que 
nous souhaitions étudier le rôle de Hey2 dans les CE, nous avons choisi de générer un modèle 
de souris présentant une déficience conditionnelle pour Hey2 spécifiquement dans le 
compartiment endothélial, ceci via l’utilisation de la transgénèse ciblée. En effet, l’utilisation 
de la technologie Cre-loxP apparaît comme un outil robuste nous permettant de déterminer le 
rôle de Hey2 au sein du système vasculaire, et son implication dans l’évolution des dommages 
radio-induits aux tissus sains au niveau du tube digestif. Ainsi, le protocole établi pour 
générer ce modèle transgénique a nécessité le croisement d’une première souche de souris 
possédant une version floxée du gène Hey2 (Hey2flx/flx, Annexes 6 et 7), avec une seconde 
souche de souris exprimant la Cre recombinase sous l’expression du promoteur de la VE-
cadhérine, souris VEcad-Cre (Annexe 7). Nous avons privilégié le promoteur de la VE-
cadhérine dans ce modèle pour deux principales raisons. Tout d’abord, parmi les cinq lignées 
de souris Cre endothelium-spécifique disponibles (Tie1, Tie2, PECAM, Flk-1, VE-cadhérine), 
la lignée VE-cadhérine semble être la plus spécifique du compartiment endothélial. Le second 
argument en faveur de ce modèle concerne la stabilité de l’activité de la VE-cadhérine au 
cours du temps. Détectée à la fois de manière précoce (dès 7,5 jours embryonnaire) elle est 
également exprimée de façon uniforme dans l’ensemble du réseau vasculaire à l’âge adulte, y 
compris dans les cellules quiescentes (Alva et al. 2006). Le croisement de cette souche de 
souris VEcad-Cre avec la souche Hey2flx/flx a donc permis de générer un modèle de souris 
déficientes pour Hey2 spécifiquement dans le compartiment endothélial (souris Hey2 KOendo). 
Malgré la puissance et la fiabilité de ce système de recombinaison site-spécifique, ce dernier 
présente toutefois certaines limites. Le principal biais de ce modèle concerne l’expression de 
la Cre. En effet, une activité tissulaire de la Cre imprévue ou inexpliquée peut être observée 
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Figure 36 : Hypothèse du rôle de Hey2 dans l’induction de l’EndoMT radio-induite. ༃ Activation de la voie 
Notch et translocation nucléaire de NotchIC ; ༄ Transcription des gènes cibles Hes-Hey, surexpression de 
Hey2 ; ༅ Inhibition de l’expression des marqueurs endothéliaux Hey2-dépendante ; ༆ Perte du phénotype 
endothélial ; ༇ Initiation de l’EndoMT. 
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Concernant l’irradiation appliquée dans ce modèle d’irradiation colorectale, nous 
avons choisi de réduire la dose initiale de 27 Gy à 22 Gy. La principale raison expliquant cette 
modification concerne le changement du dispositif d’irradiation au cours de cette étude, 
passant d’une source de cobalt (rayons γ) à un accélérateur linéaire de particules (rayons X). 
La sévérité des dommages tissulaires engendrés par l’accélérateur linéaire pour une dose de 
27 Gy s’est avérée plus importante qu’avec la source de cobalt, et associée avec une 
augmentation de la létalité des animaux. De plus, nous souhaitions étudier dans un premier 
temps, l’effet de la délétion conditionnelle de Hey2 sur la phase inflammatoire de la 
pathologie, c’est pourquoi une dose plus faible était suffisante. L’analyse histologique des 
souris Hey2 KOendo a permis de révéler que la délétion conditionnelle de Hey2 dans le 
compartiment endothélial réduit de façon significative la sévérité de l’atteinte tissulaire, le 
dépôt muqueux d’α-SMA et la fréquence de l’EndoMT pour un temps précoce après 
irradiation (14 jours), avec une réduction de la perte de l’épithélium bordant. Ces résultats 
viennent donc valider notre hypothèse quant au rôle potentiel de Hey2 dans l’induction de 
l’EndoMT radio-induite associée aux dommages tissulaires mais surtout, le rôle de l’EndoMT 
dans le développement des lésions radio-induites. Ces résultats sont encourageants et d’autres 
expériences sont en cours afin de préciser si cette délétion endothéliale-spécifique de Hey2 
pourrait également influencer l’évolution des dommages chroniques de type fibrose radio-
induite chez ces animaux. L’étude in vitro permettra de confirmer si l’invalidation/ la 
surexpression de Hey2 influence l’expression des marqueurs mésenchymateux dans les 
HUVECs après irradiation et de fait, préciser la place de Hey2 dans le processus d’EndoMT 
radio-induite. 
L’état actuel des connaissances concernant les facteurs de transcription Hesr/Hey 
permet d’associer leur expression avec l’activation de la voie Notch. Par ailleurs, l’activité de 
cette voie influence une multitude de paramètres cellulaires dont la prolifération, la 
différenciation, ainsi que le maintien d’un stade immature, notamment observé au sein des 
compartiments souches des cryptes intestinales. De façon intéressante, nous avons observé 
une reprise glandulaire associée à la présence de cryptes hyperplasiques dans notre modèle de 
souris Hey2 KOendo après irradiation. Il serait donc intéressant d’étudier par la suite si la 
délétion endothéliale de Hey2 pourrait influencer/stimuler la prolifération des cellules 
épithéliales. L’analyse de marqueurs de prolifération tels que le Ki67 ou le BrdU permettrait 
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d’apporter un élément de réponse quant à l’impact de la délétion endothéliale de Hey2 sur le 
compartiment épithélial. Enfin, parmi les autres mécanismes régulés par cette voie, la 
sénescence cellulaire est corrélée avec l’activation de Notch. En effet, Venkatesh et al ont pu 
montrer un lien entre l’activation de Notch1 et de ses effecteurs Hes1, Hey1 et Hey2 et 
l’expression de marqueurs de sénescence (β-galactosidase), aussi bien in vitro qu’in vivo 
(Venkatesh et al. 2011). Des résultats similaires ont été obtenus concernant l’expression du 
facteur de transcription Hes1 (activation de la voie Notch), dans un contexte de sénescence 
associée aux pathologies cardiovasculaires, chez la souris et l’homme (Liu et al. 2012). Ces 
résultats ouvrent de nouvelles perspectives de recherche quant à l’implication des facteurs 
Hesr/Hey dans la sénescence cellulaire radio-induite. 
 
6. Perspectives de recherche sur l’EndoMT radio-induite : la protéine mTOR 
 
Comme nous l’avons vu tout au long de ce manuscrit, l’activation endothéliale, 
l’apoptose et la mort clonogénique font partie des principales réponses cellulaires observées 
après irradiation. En plus de ces mécanismes, les cellules en prolifération peuvent enclencher, 
en réponse à un stress (ROS, rayonnements ionisants, activation d’oncogènes), un arrêt 
permanent et irréversible du cycle cellulaire faisant référence au processus de sénescence 
prématurée induite par le stress (SPIS). En physiologie, la sénescence est associée au 
vieillissement cellulaire qui est caractérisé par un raccourcissement graduel des télomères 
opérant à chaque division cellulaire, due à l’incapacité des polymérases réplicatives à 
synthétiser de l’ADN aux extrémités des chromosomes, on parle dans ce cas de sénescence 
réplicative (SP). La sénescence a pendant longtemps été considérée comme un état de 
« dormance » au cours duquel la cellule perdait sa capacité de réplication, de différenciation, 
ainsi que ses capacités fonctionnelles caractéristiques, sans connaissance de l’impact réel d’un 
tel phénotype sur les cellules avoisinantes. Or, nous savons aujourd’hui que la sénescence est 
un processus dynamique et complexe dans lequel les cellules sénescentes (CS) influencent 
directement une multitude de paramètres biologiques déterminants. En effet, une sénescence 
observée de manière ponctuelle joue un rôle bénéfique dans la suppression tumorale, favorise 
la cicatrisation et limite le dépôt de MEC en favorisant la dégradation cellulaire par le système 
immunitaire. Paradoxalement, la sénescence prolongée est quant à elle associée avec le 
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développement de maladies liées à l’âge, de cancers et prend également part au 
développement de pathologies fibrotiques (Clements et al. 2013; Burton et al. 2014). Trois 
caractéristiques principales des CS peuvent expliquer leur impact néfaste sur le devenir 
tissulaire, tout d’abord (i) leur incapacité à proliférer peut impacter la régénération tissulaire ; 
(ii) la dysfonction cellulaire empêche les CS d’assurer leurs fonctions biologiques ; (iii) les 
CS sont capables de modifier la composition de leur microenvironnement via leur sécrétome 
actif particulier défini par le SASP (Senescence-Associated Secretory Phenotype) 
essentiellement composé de cytokines pro-inflammatoires (IL-1β, IL-6), de chimiokines (IL-
8), de facteurs de croissance (G-SCF, bFGF) et de protéases (MMP et PAI-1) (Coppe et al. 
2008).  
Ajouté à cela, il existe une accumulation de données qui permettent aujourd’hui de 
relier ce phénomène à l’irradiation aussi bien in vitro qu’in vivo. En effet, plusieurs travaux 
s’accordent à démontrer le rôle de l’irradiation dans l’acquisition d’un phénotype sénescent 
dans divers modèles de CE in vitro (Oh et al. 2001; Igarashi et al. 2007; Panganiban et al. 
2013). Igarashi et al ont par exemple montré que 80 à 90% des CE (BAECs et HUVECs) 
deviennent sénescentes 3 à 5 jours après une exposition de 8 Gy (Igarashi et al. 2007). 
Panganiban et al ont quant à eux révélé, sur CE artérielles pulmonaires, que le processus de 
sénescence précède l’apoptose endothéliale radio-induite in vitro, pour des doses comprises 
entre 2 et 50 Gy (Panganiban et al. 2013). De manière intéressante, une autre étude a pu 
mettre en relation le processus de sénescence réplicative avec l’EndoMT in vitro. Dans ce 
modèle, la culture prolongée et l’accumulation de passages de CE aortiques humaines 
favorisent l’acquisition d’une morphologie allongée de type fibroblaste. Ceci se traduit au 
niveau génique par une augmentation de l’expression de marqueurs mésenchymateux tels que 
l’α-SMA, le TGF-β, le collagène I par les CE (Fleenor et al. 2012). Enfin, nous avons 
également observé dans nos modèles d’EndoMT radio-induite, aussi bien pour les HIMECs 
que pour les HUVECs, que ces cellules adoptaient une morphologie aplatie, élargie et 
granuleuse caractéristique des CS, 7 jours après une irradiation de 10 Gy. Ainsi, l’ensemble 
de ces résultats nous ont amené aux questionnements suivants: l’EndoMT radio-induite 
constitue-t-elle une forme de sénescence et existe-il des liens moléculaires permettant de 
relier ces deux mécanismes ?  Ces questions ont notamment fait l’objet d’un projet de master 
2 que j’ai eu l’opportunité d’encadrer, avec l’obtention de premiers résultats intéressants. 
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L’analyse de l’expression de marqueurs de sénescence dans notre modèle d’EndoMT 
radio-induite in vitro nous a permis de constater une augmentation de l’activité β-
galactosidase ainsi que l’expression de marqueurs de sénescence (p21Waf1, p16Ink4a, p53). Par 
la suite, la réalisation de co-marquages (marqueurs mésenchymateux/ sénescence) a révélé 
que les CE en EndoMT étaient positives pour l’ensemble de ces marqueurs de sénescence 
soutenant ainsi notre hypothèse de départ. Ces premiers résultats sont encourageants et 
doivent être précisés notamment in vivo. De plus, le lien entre le processus d’EndoMT radio-
induite et la sénescence reste à être déterminé ainsi que le rôle précis de chacun de ces deux 
mécanismes dans le contexte de l’irradiation. De par leur métabolisme actif et la sécrétion de 
facteurs solubles pro-inflammatoires et pro-fibrosants (SASP), l’accumulation de CS pourrait 
favoriser l’initiation du processus d’EndoMT, participant indirectement au développement de 
la fibrose digestive radio-induite. Par ailleurs, cette hypothèse est soutenue par plusieurs 
travaux qui ont montré que le SASP favorise l’expression de molécules d’adhésion VCAM-1 
et ICAM-1, et la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8 par les CE (Gardner et al. 2015), et est également 
associé au processus d’EMT in vitro (Coppe et al. 2008). Ces travaux démontrent donc qu’au-
delà de leur influence directe via la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires dans le 
microenvironnement, les CS sont capables de modifier à distance le profil d’expression 
cytokinique des cellules avoisinantes (effet de proximité ou bystander), et de favoriser 
l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux. De plus, ces travaux ont également confirmé 
la présence de CS au sein de plaques athérosclérotiques chez l’homme, contexte pathologique 
qui a auparavant été associé avec le processus d’EndoMT radio-induit (Kim et al. 2013). 
Enfin, l’utilisation de souris déficientes pour PAI-1 dans l’endothélium (PAI-1 KOendo), 
facteur impliqué dans la sénescence cellulaire, fait par ailleurs l’objet d’un sujet de recherche 
au laboratoire et permettra d’améliorer les connaissances sur la sénescence radio-induite. 
Au niveau moléculaire, il est admis que l’irradiation favorise la sénescence via 
l’activation du récepteur à l’IGF-1 (Insulin Growth Factor-1) ainsi que l’activation de la PI-
3K. Néanmoins, la protéine mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), est identifiée comme 
l’acteur moléculaire déterminant dans la régulation de ce phénomène (Day et al. 2014). 
L’utilisation d’un inhibiteur pharmacologique de cette protéine, la rapamycine, a permis de 
montrer que la suppression de mTOR induit une réduction de la sénescence et favorise la 
survie cellulaire aussi bien in vitro qu’in vivo (Iglesias-Bartolome et al. 2012). Concernant 
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l’EndoMT, plusieurs travaux s’accordent à démontrer l’effet bénéfique de l’inhibition de 
mTOR dans la réduction du processus d’EndoMT in vitro et in vivo (Zhang et al. 2013; 
Ranchoux et al. 2015). En effet, l’injection curative de rapamycine favorise la réduction de la 
fibrose pulmonaire dans un contexte d’hypertension pulmonaire chez la souris. Ces auteurs 
ont pu démontrer que cet effet passe par une réduction de l’EndoMT dans ce modèle 
confirmant la place centrale de mTOR à la fois dans l’EndoMT et la sénescence (Ranchoux et 
al. 2015). En ce sens, nous avons évalué l’effet de la rapamycine chez les HUVECs et 
notamment vis-à-vis de l’EndoMT radio-induite. Les premiers résultats obtenus n’ont 
cependant pas permis de déterminer un rôle bénéfique de la rapamycine dans la réduction des 
marqueurs de l’EndoMT chez les HUVECs après irradiation. De plus, nous avons constaté 
une certaine cytotoxicité de la rapamycine chez les cellules non-irradiées suggérant un  
problème de concentration de l’inhibiteur. Néanmoins cette voie moléculaire reste attrayante 
et d’autres mises au point s’avèrent nécessaires afin de déterminer la relation entre les 
processus de sénescence et d’EndoMT radio-induites. 
Enfin, la protéine mTOR est également impliquée dans la régulation d’un autre 
mécanisme indispensable à l’homéostasie cellulaire, à savoir l’autophagie. Il s’agit d’un 
mécanisme de digestion cellulaire assurant le recyclage des organites et des macromolécules 
endommagés ou anciens, et permet la production simultanée d’énergie. Ce mécanisme est par 
ailleurs associé avec la sénescence (Young et al. 2010), et est impliqué dans une multitude de 
pathologies telles que les maladies neurodégénératives, les cancers ou encore les maladies 
cardiovasculaires et  constitue donc une cible thérapeutique de choix. De façon intéressante, 
l’autophagie est aussi activée dans la réponse vasculaire aux rayonnements ionisants. Il a 
entre autres été montré que l’exposition d’HUVECs à une dose de 2 Gy induit une 
accumulation cytoplasmique de LC3A, LC3B et p62, protéines impliquées dans la formation 
de l’autophagosome (vésicules cytosolique), suggérant que l’irradiation bloque le flux 
autophagique (Kalamida et al. 2014). De manière intéressante, Singh et al ont pu relier la 
dysfonction du flux autophagique avec l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux, 
caractéristique de l’EndoMT. Parmi les mécanismes moléculaires mis en jeu, ces auteurs ont 
pu montrer que la perte de l’expression de la protéine ATG7 est un facteur prépondérant dans 
l’initiation de l’EndoMT (Singh et al. 2015). Dans ce contexte, l’étude du flux autophagique 
dans notre modèle d’EndoMT radio-induite semble être une voie d’étude prometteuse (Figure 
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Figure 37 : Relation entre l’apoptose, la sénescence et l’autophagie dans l’initiation de l’EndoMT radio-
induite. Inhibition de l’apoptose et de la sénescence en contexte physiologique associée à une bonne 
régulation du flux autophagique (flèches bleues). Activation des mécanismes de sénescence et d’apoptose 
associée avec une perturbation de l’autophagie après irradiation au profit de l’EndoMT (flèches rouges). 
Place centrale de mTOR dans la régulation de la sénescence et de l’autophagie et implication dans l’EndoMT 
radio-induite. 
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Conclusion Générale 
 
 
De façon générale, ce travail de thèse a permis d’apporter de nouvelles connaissances 
sur la réponse de l’endothélium vasculaire consécutive à une exposition aux rayonnements 
ionisants. Nous avons pu montrer au cours de cette étude que l’irradiation des cellules 
endothéliales microvasculaires et macrovasculaires favorise l’évolution du phénotype 
endothélial vers l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux, caractérisant ainsi le 
processus d’EndoMT radio-induit. De plus, nos travaux ont pu révéler pour la première fois 
l’existence de ce phénomène au niveau rectal chez les patients traités par radiothérapie et dans 
un modèle préclinique de rectite radique chez la souris. Ces résultats soutiennent donc notre 
hypothèse quant à la participation de l’EndoMT dans le développement de la fibrose digestive 
radio-induite. 
 La caractérisation de l’EndoMT radio-induite in vitro nous a permis d’orienter nos 
recherches vers le rôle d’un facteur de transcription particulier, Hey2, connu pour être un des 
principaux effecteurs de la voie Notch. Les premiers résultats obtenus in vitro nous ont permis 
de confirmer une surexpression de ce facteur après irradiation. De plus, la génération d’un 
modèle de souris déficientes pour ce gène spécifiquement dans le compartiment endothélial a 
révélé une réduction des dommages muqueux après irradiation. Ces résultats sont 
encourageants et la création de ce modèle de souris Hey2 KOendo permettra également de 
préciser le rôle de Hey2 dans l’évolution de la pathologie fibrotique au long terme. 
 Enfin, ces travaux viennent confirmer l’implication de l’EndoMT dans un contexte 
pathologique, et plus précisément après irradiation, démontrant ainsi la place non négligeable 
de ce phénomène dans l’évolution de la pathogenèse fibrotique radio-induite. L’amélioration 
des connaissances et l’identification de cibles moléculaires impliquées dans l’initiation de 
l’EndoMT permettrait d’apporter de nouvelles possibilités thérapeutiques en clinique dans le 
futur. 
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Annexe 1 : Présentation des différents types de radiothérapies. 
 
 
Radiothérapie 
externe 
La plus utilisée. Utilisation d’accélérateurs linéaires d’électrons générant des faisceaux 
de rayons X ou faisceaux d’électrons de haute énergie. 
Curiethérapie/ 
brachythérapie 
Technique la plus ancienne où la source radioactive est placée pendant une durée 
limitée à l’intérieur du corps du patient. Cette technique permet de délivrer une forte 
dose au plus proche de la tumeur et préserve les tissus environnants. Utilisée pour les 
cancers gynécologiques (col de l’utérus, endomètre), cancer localisé de la prostate à 
risque faible ou intermédiaire. 
Radiothérapie 
métabolique ou 
vectorielle 
La source radioactive est dans ce cas-là injectée sous forme soluble (voie orale ou 
intraveineuse) pour se fixer sur les cellules cibles. Repose sur la capacité de certaines 
tumeurs à capter un élément circulant et permet l’irradiation de cellules tumorales 
disséminées. Importante toxicité des tissus sains qui vont métaboliser ce vecteur. 
Utilisée pour le cancer de la thyroïde. 
Radio-
immunothérapie 
Source radioactive injectable (intraveineuse) contenant un rayonnement puissant 
(émission de particules α). Anticorps monoclonal couplé à un isotope radioactif dirigé 
contre une structure spécifique située sur la cellule tumorale. Permet un traitement 
ciblé et préserve les tissus sains. 
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Annexe 2 : Notion d’organe à risque en radiothérapie : cas du rectum dans le traitement du cancer 
de la prostate (Rechner et al. 2012). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Exemple de distribution d’isodoses dans le cas d’un traitement du cancer de la prostate par 
radiothérapie. Plan de traitement par Irradiation avec Modulation d’intensité Volumétrique par 
ArcThérapie, VMAT (a), et par Proton Arc Thérapie, PAT (b). Coupes axiales (gauche) et sagittales 
(droite) au niveau de la région pelvienne. Gradient de distribution de dose : tumeur à traiter, dose 
maximale de 80 Gy (rouge), puis décroissance de la dose en fonction de la distance (bleu). CTV: 
Clinical Target Volume; PTV: Planning Target Volume; RBE: Relative Biological Effectiveness. 
 
 
 
 
a 
b 
VM
AT
 
PA
T 
Histogramme dose-volume représentant le 
volume (en %) des organes à risque, ici la 
vessie et le rectum, en fonction de la dose reçue 
(en Gray) dans le cas du traitement du cancer 
de la prostate par VMAT et PAT. 
 
Vessie 
 
Rectum 
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Annexe 3 : Score des complications chroniques digestives (intestin grêle et côlon) défini par le 
RTOG/EORTC. 
 
 
Grades Type de complications intestinales observées  RTOG/EORTC (élément du LENT/SOMA en italique) 
0 Pas d'effets secondaires notables. 
1 
Diarrhée légère, légères crampes abdominales, augmentation de la 
fréquence des selles jusqu'à 5 fois par jour, présence de mucus et de 
légers saignements rectaux.  
Ulcération superficielle (≤ 1cm²). 
2 
Diarrhée modérée et les coliques sont supérieurs à 5 fois/ jour, 
mucus rectal excessif et des saignements intermittents. 
Ulcération superficielle (> 1cm²) ; stricture (1/3-2/3 diamètre 
normal). 
3 
Obstruction ou saignements nécessitant une intervention 
chirurgicale. 
Stricture (<1/3 diamètre normal) ; incontinences persistantes. 
4 
Tissu nécrosé, présence de perforations ou de fistules, engagement 
du pronostic vital du patient. 
Incontinences réfractaires nécessitant une chirurgie. 
5 Décès du patient. 
 
 
RTOG: Radiation Therapy Oncology Group; EORTC: European Organization for Research and 
Treatment of Cancer;  lent/soma/ Late effects of normal tissue, subjective, objective, management, 
analytic.  
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Annexe 4 : Comparaison de l’EndoMT et de l’EMT : physiologie, physiopathologie et mécanismes 
(adapté à partir Arciniegas et al. 2007). 
 
 
Contexte tissulaire EndoMT EMT 
Développement 
Valvulogenèse, formation du 
septum, artères pulmonaires, 
aorte 
Gastrulation, crêtes neurales, 
cœur, système musculo-
squelettique, système nerveux 
périphérique 
Réparation tissulaire 
Granulation dermique post-
lésionnelle, athérosclérose 
cardiaque et rénale après 
transplantation, sténose 
Fibroses rénale et pulmonaire, 
remodelage des voies aériennes 
(asthme), fibrose oculaire 
(cristallin) 
Tumorigenèse 
Fibroblastes associés au 
carcinome (CAF), dissémination 
métastatique 
Dissémination métastatique 
(carcinome/sarcome) 
Acteurs potentiels de la 
transition 
Wnt, TGF-β, Jagged/Notch, PAR-
1, FGF-2, HGF, intégrines, MMPs 
Wnt, TGF-β, Jagged/Notch, PAR-
1, EGF, IGF-II, FGF-2, HGF, 
intégrines, MMPs 
Marqueurs phénotypiques                                          
Perte au cours de la 
transition 
VE-cadhérine, Tie1/2, VEGFR-
1/2, PECAM-1/CD31, vWF 
E-cadhérine, α et γ caténines, 
desmoplakine, zona occludens-
1, cytokératine-18 
Marqueurs phénotypiques                                          
Gain au cours de la 
transition 
α-SMA, collagènes I et III, 
vimentine, calponine, N-
cadhérine, FSP-1, SM22α 
α-SMA, fibronectine, collagènes 
I et III, vimentine, calponine, N-
cadhérine, FSP-1, SM22α 
Réversibilité biologique Connaissances limitées Transition mésenchyme-épithéliale (MET) 
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Annexe 5 : Principales étapes nécessaires à l’extraction des HIMECs. Collaboration avec le Dr C. 
Fiocchi, Cleveland Clinic, Ohio USA. 
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Annexe 6 : Caractéristiques génétiques de la souche de souris Hey2flx/flx (Xin et al. 2007).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8QYHFWHXUSODVPLGLTXHFRQWHQDQWXQHYHUVLRQPRGLILpHGXJqQH+H\YHFWHXUDpWpLQVpUp
GDQVGHVFHOOXOHVVRXFKHVHPEU\RQQDLUHV(6&HWWHVpTXHQFHPRGLILpHFRPSUHQGLGHX[
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 XQH FDVVHWWH GH UpVLVWDQFH j OD QpRP\FLQH QpR
VLWXpHHQWUHOHSUHPLHUVLWHOR[3HWO¶H[RQTXLSHUPHWWUDODVpOHFWLRQSRVLWLYHGHVFHOOXOHV(6
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DOpDWRLUH
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Annexe 7 : Stratégie de croisement permettant l’obtention des souris HEY2 KOendo. (F représente la 
génération des animaux). 
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La fibrose digestive est une complication secondaire tardive de la radiothérapie dans 5 à 10% 
des patients traités pour des tumeurs de la sphère abdomino-pelvienne. Elle est caractérisée par une 
accumulation de matrice extracellulaire synthétisée par les cellules mésenchymateuses. La transition 
endothélium-mésenchyme (EndoMT), est un processus au cours duquel les cellules endothéliales 
expriment des marqueurs mésenchymateux en réponse au stress. L’EndoMT a été identifiée comme 
une source de cellules mésenchymateuses participant à la fibrose chez des patients atteints de 
maladie inflammatoire chronique de l’intestin. Cette étude s’est donc concentrée sur le rôle de 
l’EndoMT dans le développement de la fibrose intestinale radio-induite et d’identifier des cibles 
thérapeutiques potentielles. 
Nos résultats ont révélé pour la première fois l’existence de l’EndoMT au niveau de la paroi 
rectale chez l’homme après radiothérapie. L’utilisation de souris exprimant la GFP sous le contrôle du 
promoteur endothélial Tie2, nous a permis de localiser les cellules mésenchymateuses possédant 
une origine endothéliale, confirmant l’existence de l’EndoMT radio-induite dans notre modèle 
préclinique de rectite radique. In vitro, nous avons confirmé le changement phénotypique des 
cellules endothéliales irradiées. 
Ce projet s’est ensuite concentré sur un acteur potentiel de l’EndoMT radio-induite, Hey2. La 
génération d’un modèle murin déficient pour Hey2 dans l’endothélium a révélé une diminution des 
dommages muqueux et de la fréquence l’EndoMT après irradiation. L’inhibition de Hey2 représente 
une nouvelle approche thérapeutique attrayante dans la réduction de la fibrose digestive radio-
induite. 
Mots-clés : EndoMT, Hey2, endothélium, rectite radique, fibrose intestinale, radiothérapie. 
 
Fibrosis is identified as a chronic side effect occurring after radiotherapy for pelvic tumors in 
5 to 10 % of patients. This pathological healing process is characterized by an accumulation of 
extracellular matrix synthesized by mesenchymal cells. Endothelial to mesenchymal transition 
(EndoMT), is a processes during which endothelial cells express mesenchymal markers in response to 
stress. EndoMT is identified as a new source of mesenchymal cells taking part to fibrosis 
development in patients suffering from inflammatory bowel diseases. Then, this study focused on 
the potential participation of EndoMT in radiation-induced intestinal fibrosis and tried to identify 
new therapeutics targets. 
Interestingly, our results showed for the first time EndoMT in rectal tissues from patients 
who developed radiation proctitis following radiotherapy. We used an in vivo approach to follow the 
mesenchymal cells having an endothelial origin in a mouse model expressing the GFP under the 
control of an endothelial promoter, Tie2 (Tie2-GFP). Thereby, our results confirmed the existence of 
radiation-induced EndoMT in our preclinical model of radiation proctitis. In vitro characterization 
showed that irradiation induced a modulation of the endothelial phenotype through a mesenchymal 
profile, a hallmark of EndoMT. 
This project also focused on a potential molecular actor, Hey2. In this context, we generated 
a transgenic mouse model in which Hey2 gene expression is repressed specifically in the endothelial 
compartment and observed a decrease in radiation-induced mucosal damages and EndoMT 
frequency. Consequently, inhibiting Hey2 expression could represent a new interesting therapeutic 
strategy. 
 
Keywords: EndoMT, Hey2, endothelium, radiation proctitis, intestinal fibrosis, radiotherapy 
 
